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Résumé
Le réticulum endoplasmique (RE) est le lieu de synthèse des protéines destinées à
être sécrétées dans le milieu extracellulaire. Dans cette organelle, on retrouve une batterie
de protéines qui participent au repliement des protéines et qui sont impliquées dans un
processus nommé le contrôle de qualité les chaperones moléculaires. La calnexine est une
chaperone jouant des rôles clés dans le RE. Plusieurs études ont été effectuées afin de
comprendre son mode d’action avec ses différents substrats et ses partenaires résidents du
RE. Cependant, le rôle de la calnexine dans la sécrétion de protéines n’est pas très bien
compris.
Dans l’article présenté à la section 2 “Celi viability and secretion of active proteins
in Schizosaccharomyces pombe do flot require tÏ?e chaperone function of cainexin”, nous
avons utilisé des mutants de la catnexine pour étudier la sécrétion des protéines chez la
levure $chizosaccharomyces pombe. Dans un premier temps, nous démontrons que la
calnexine de S. pombe est bel et bien une chaperone classique pouvant prévenir l’agrégation
in vitro de la protéine non-glycosylée luciférase. Toutefois, même si la calnexine est
essentielle à la viabilité de S. pombe, l’activité chaperone n’est pas sa fonction vitale. Ceci
est démontré par le fait que des mutants n’ayant pas la région centrale hautement conservée
de la calnexine confèrent la viabilité et ne préviennent pas l’agrégation de la protéine
modèle. De plus, nous démontrons que la sécrétion de la cellulase d’Aspergillus aculeatus,
ainsi que des protéines endogènes, est augmentée dans les souches mutantes de la
calnexine. Nos résultats suggèrent donc qu’il existe dans la levure un contrôle de qualité
extrêmement stringent et que la rétention par la calnexine est une étape limitante de la
sécrétion des protéines. finalement dans la dernière section, je discute des fonctions
essentielles possibles de la calnexine et de son rôle dans la production de protéines
recombinantes dans l’industrie biotechnologique.
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CAbstract
The endoplasmic reticulum tER) is the site of synthesis of most of secreted proteins.
Within this organe!, a battery of resident proteins, designated molecular chaperones, assist
the folding of newly synthesized proteins and are involved in a process called quality
control. Calnexin is a chaperone playing key roles in the ER. Numerous studies have been
carried out in order to better understand how calnexin interacts with its substrates and with
its partners. Nevertheless, the actual role of cainexin in protein secretion remains poorly
understood.
In the manuscript “Celi viability and secretion of active proteins in
Schizosaccharomyces pombe do not require the chaperone function of cainexin” presented
in this thesis, we have used cainexin mutants, in the yeast Schizosaccharomyces pombe, to
befter understand its role in protein secretion. In the first figure of the paper, we
demonstrate that S. pombe cainexin is a true chaperone able to prevent the thermal
aggregation ofthe non-glycosylated model protein luciferase. However, chaperone activity
is flot the essential function of calnexin. This is supported by the fact that yeast strains
harbouring cainexin mutants deleted of its higly conserved central domain (hcd) confer
viability, but are unable to prevent aggregation of luciferase in vitro. On the other hand, we
show that secretion of the Aspergiltus acuÏeatus cellulase and of endogenous proteins is
increased in Ahcd mutants. Our results suggest that in this yeast there is an excessive
quaÏity control of proteins and that retention by calnexin is a rate-limiting step in secretion.
Finally, in the last part of the thesis I elaborate on the possible essential function of
cainexin for & pombe viability. I also discuss about potential application of calnexin
mutant strains in large scale production of recombinant proteins.
o
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1.1 Le Réticulum Endoplasmique et la voie de sécrétion
Les cellules spécialisées dans la sécrétion de grande quantité de protéines, comme
par exemple les cellules f3 des îlots de Langerhans du pancréas, possèdent un réticulum
endopÏasmique (RE) très dynamique totalisant près de 10% du volume cellulaire et dont la
surface membranaire compte pour près de 50% des membranes cellulaires. Cette organelle
a une structure très particulière, formant un vaste réseau de membranes et constituant la
double membrane du noyau. Elle est le lieu où s’exercent plusieurs fonctions cellulaires de
très grandes importances: la synthèse de phospholipides et de cholestérol sur sa surface
cytosolique, l’homéostasie du Ca et la synthèse, la translocation, l’ancrage à la
membrane, la glycosylation, le repliement des protéines et l’assemblage des protéines
multimériques [1].
Les protéines qui doivent être sécrétées dans le milieu extracellulaire, qui exercent
leur fonction dans d’autres organelles (RE, appareil de Golgi, lysozomes) ou qui sont
localisées dans la membrane cellulaire, passent obligatoirement par le RE. Cette organelle
est le point de départ de la voie de sécrétion qui les mènera à leur destination finale dans la
cellule ou à l’extérieur de la cellule (voir Figure 1). Lorsque les protéines nouvellement
synthétisées sont correctement repliées et que les protéines oligomériques sont assemblées,
elles sont incorporées près de la membrane du RE lisse dans des vésicules cargos. Celles-ci
sont formées par le complexe protéique COPII essentiel au transport et sont dirigées vers
l’appareil de Golgi en passant par le compartiment intermédiaire ER-Golgi (nommé
ERGIC, ER-Golgi intermediate compartment) (revue dans [2,3]). Par la suite, les vésicules
fusionnent avec la membrane de la face cis du Golgi pour libérer leur contenu protéique.
Les protéines sont alors triées et trois voies possibles leur sont offertes selon leur nature: I)
retourner vers le RE dans des vésicules COPI (par exemple dans le cas des protéines
résidentes du RE), 2) rester dans le Golgi ou 3) continuer dans la voie de sécrétion après y
o
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Figure 1 La voie de sécrétion. Représentation schématique des compartiments composants
la voie de sécrétion et des processus qui ont lieu dans le RE et l’appareil de Golgi. (adaptée
de [5])
avoir subi des modifications. Celle organelle est extrêmement dynamique et est composée
de plusieurs saccules regroupés en trois classes, le Golgi cis, median et trans [4]. Dans
chacun des compartiments, on retrouve des protéines résidentes qui exercent différentes
fonctions et qui interviennent, entre autres, dans la maturation des oligosaccharides.
Cependant, à ce jour on n’a pas trouvé de chaperones moléculaires impliquées dans le
repliement d’autres protéines. Le contenu des cargos traverse donc les différents
compartiments du complexe golgien et c’est à partir du réseau trans-golgien (TGN, trans
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golgi network) que les protéines seront par la suite dirigées vers les vacuoïes/lysosomes ou
vers la membrane plasmique dans de nouvelles vésicules de sécrétion. Lors de la fusion du
cargo avec la membrane plasmique, les protéines membranaires seront incorporées à la
surface de la cellule tandis que les protéines solubles seront relâchées dans le milieu
extracellulaire (revue dans [2]).
Avant de pouvoir parcourir tout ce trajet à l’intérieur de la cellule, les protéines qui
entrent dans le RE subissent de nombreuses modifications co/post-traductionnelles qui leur
permettront d’adopter leur structure tertiaire ou quaternaire finale. Parmi ces changements,
il y a la glycosylation, la formation de ponts disuflure, l’isomérisation des liens peptidiques
prolyl et le repliement. Ce dernier processus est très élaboré et d’autant plus complexe
considérant la concentration extrêmement élevée de protéines résidentes et nouvellement
synthétisées dans le RE (100 mg/mÏ). Afin que seules les protéines natives, c’est-à-dire
celles se retrouvant dans la conformation la plus énergiquement favorable, puissent
continuer dans la voie de sécrétion, un important système a été élaboré. Comme nous
allons le voir plus loin, le contrôle de qualité du repliement des protéines comprend le
repliement et la rétention des protéines par les chaperones moléculaires, la réponse aux
protéines mal repliées (UPR) et la dégradation associée au RE (ERAD)[6, 7].
1.2 Les modifications covalentes des protéines
La traduction d’un ARNm codant pour une protéine qui doit être importée dans le
RE est arrêtée temporairement lorsque la séquence peptidique est reconnue par une protéine
$RP (sequence recognition particle). Cette SRP dirige le complexe ARNm-ribosome, vers
la surface du RE où elle va se lier à un récepteur de SRP. Il y a alors relâchement de la
SRP et le ribosome reprend la traduction [8]. Le peptide en cours de synthèse est
transloqué dans le RE à travers un canal nommé le pore de translocation. La translocation
d’une protéine peut avoir lieu soit co- ou post-traductionnellement. Chez S. cerevisiae, le
C
pore de transiocation est composé de Sec6lp, Ssslp et Sbhlp et est assemblé en tétramère
afin de former un canal aqueux [9]. Les premiers acides aminés de ces protéines en
synthèse correspondent au peptide signal et ne font pas partis de la structure finale des
protéines. Ceci est dû au fait qu’aussitôt à l’intérieur du RE, ils sont clivés par une protéase
abondante dans le RE, Secl lp, une sous-unité du complexe membranaire formant la signal
peptidase [10]. Suite à cette modification, 70 % des protéines qui passent dans la voie de
sécrétion se voient ajouter un oligosaccharide, par un processus désigné glycosylation.
1.2.1 La N-glycosylation
Dépendamment de l’espèce, du tissu, du type cellulaire ou de la glycoprotéine, la
structure finale d’un oligosaccharide varie considérablement. Cependant, les premières
étapes de glycosylation et de modification de l’oligosaccharide dans le RE sont à peu près
les mêmes chez les mammifères, S. cerevisiae et 8. pombe [il]. La glycosylation d’un
résidu asparagine (Asn), qui se trouve dans une séquence Asn-X-Ser/Thr, se déroule en
trois grandes étapes qu’on peut voir illustrées à la figure 2. Premièrement,
l’oligosaccharide Glc3-Man9-GlcNAc2 est transféré en bloc à partir du dolichol-P-P. La
synthèse de cet oligosaccharide a la particularité de se dérouler à deux endroits de la
cellule. Les sept premiers monosaccharides sont assemblés sur la face cytosolique de la
membrane du RE et «flippés» par la flippase Rfilp dans la lumière du RE par un
mécanisme inconnu mais de façon ATP indépendante [12]. Les autres molécules de
maimose et de glucose sont ajoutées jusqu’à ce que l’oligosaccharide lié au dolichol
pyrophosphate soit près à être transféré sur un peptide en synthèse par l’Oligosaccharyl
transférase, OT. Cette enzyme est un complexe multimérique de 9 protéines membranaires
différentes toutes conservées à travers les espèces [12]. Deuxièmement, dans la lumière du
RE, il y a un clivage séquentiel des glucoses par les glucosidases I et II [13]. Chez les
mammifères, jusqu’à deux mannoses peuvent être enlevés par autant de mannosidases pour
C
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Figure 2 La N-glycosylation d’une protéine nouvellement synthétisée. A) La N
glycosylation d’une protéine a lieu dans le RE où l’oligosaccharide transféré (1) y est
modifié (2). Rendu dans l’appareil de Golgi, une maturation finale a lieu (3). B)
Composition en saccharides et les différentes enzymes qui interviennent dans les premières
étapes de la maturation d’un oligosaccharide. (Modifié d’après [14])
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Cdonner à l’oligosaccharide la structure (Man78-G1cNAc2). Dans la levure S. cerevisiae, le
sucre complexe sera Man8-G1cNAc2 dû à l’action de l’Œ-mannosidase. Par contre on ne
retrouve aucune mannosidase chez S. pombe, alors la composition de l’oligosaccharide à sa
sortie du RE est Man9-G1cNAc2. Dans cette même organelle, on retrouve une autre
enzyme, 1’ UDP-glucose glycoprotéine:glucosyltransférase (UDP-GT), qui peut modifier la
structure de l’oligosaccharide et dont il sera question dans la section 1.5. Troisièmement, la
glycoprotéine est dirigée vers le Golgi, où il y a clivage de plusieurs maimoses et addition
de molécules GlcNAc, acide sialique, fucose et galactose [14,15].
La N-glycosylation joue un rôle primordial dans le repliement et l’activité
biologique des différentes protéines sécrétées [14]. En effet, l’ajout d’embranchements sur
une chaîne peptidique permet d’augmenter la complexité des protéines et ainsi d’accroître
leur spécificité d’action. Les oligosaccharides jouent également un rôle important dans le
transport et le ciblage des glycoprotéines à l’intérieur de la cellule en servant d’étiquettes.
Par exemple, dans le RE, il y a une lectine homo-oligomérique membranaire, ERGIC-53,
qui lie spécifiquement les mannoses des glycoprotéines et les dirige dans des vésicules
jusqu’au Golgi [16]. Dans le cas des hydrolases lysosomales, un groupement mannose-6-
phosphate est reconnu par le récepteur M-6-P dans le Golgi et entraîne ces protéases vers
les lysosomes [17]. Les oligosaccharides sont également impliqués dans la dégradation des
glycoprotéines conmie nous le verrons plus loin (section 1.6.2).
En plus de l’ajout d’oligosaccharides sur leur chaîne peptidique, les protéines
nouvellement synthétisées subissent deux autres modifications covalentes. Les enzymes
qui catalysent ces étapes limitantes dans le repliement des protéines sont les foldases. Les
peptidyl-prolyl cis/trans isomérases (PPI) accélèrent l’isomérisation des liens peptidiques
prolyl et les protéines disuffide isomérases (PDI) catalysent la formation des ponts S.
C
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1.2.2 L’isomérisation des prolines
Dans chacun des compartiments de la cellule où il y a des protéines qui doivent se
replier (cytoplasme, noyau, mitochondrie, RE), on retrouve des PPI. Ces enzymes agissent
en accélérant la vitesse de rotation du lien en N-terminal d’une proline (X-Pro) afin de
changer la conformation cis en trans (figure 3). Sans la catalyse enzymatique, cette
isomérisation est thermodynamiquernent défavorisée [1$J. Bien que les PPI participent
sans aucun doute au repliement des protéines, leur rôle dans ce processus reste encore bien
mal compris. Aucune étude n’a démontré de façon claire qu’elles facilitent le repliement
des protéines in vivo dans le RE [71. La famille d’enzymes des PPI a été divisée en trois
classes basées sur l’inhibition par différentes drogues 1) Les « Cyctosporin A-binding
cyclophilins », 2) les «fK5O6-binding proteins » et 3) les «Parvulin-like PPlases » qui ne
lient pas d’immunosuppresseurs. Dans la première famille, plusieurs cyclophilines ont été
identifiées et classées en 4 familles selon des similarités de séquences t CypB, CypC, CypD
figure 3 Réaction catalysée par la pepfidyl-prolyl isomérase. La flèche démontre
l’isomérisation du lien peptidique qui précède une proline (en rouge). La forme cis ou
trans existe à l’équilibre. Plus de détails dans le texte. (Figure tirée de [18j)
o
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Get cycklophiline de type NinaA [19]. Plusieurs d’entre elles sont présentes dans le RE
puisqu’elles possèdent un peptide signal pour y être dirigé. La cyclophiline NinaA des
cellules photoréceptrices des yeux de Drosophila melanogaster est un type très particulier
de PPI puisque son activité se limite seulement à réguler le niveau de rhodopsins 1 et 2
fonctionnels [6]. Lorsque NinaA est mutée, il y a accumulation de ces deux seuls substrats
dans le RE. Dans la deuxième famille, les protéines FKBP65 et fKBP 13 de mammifères
sont retrouvées dans le RE [19]. De plus, l’expression de l’homologue chez S. cerevisiae
des fK506 binding protein, Fprlp (FKBP proline rotamase 1), est augmentée quand il y a
accumulation de protéines mal repliées dans le RE [20]. Dans la troisième famille, on
retrouve la protéine parvulin de E. cou, Pini et hParl4 chez les mammifères ainsi que Essl
chez 8. cerevisiae [1$]. Les études sur les PPI portent surtout sur leur rôle dans le système
immunitaire et dans le contrôle du cycle cellulaire dans lesquels elles interviennent en
changeant la conformation de certaines protéines [1$]. Ces dernières fonctions sont
régulées par la phosphorylation de leurs substrats.
1.2.3 La formation de ponts disulfure
Dans le RE, l’environnement est très différent de celui observé dans le cytoplasme.
En fait, le RE est physiologiquement très semblable au milieu extracellulaire. Deux
facteurs affectant le repliement des protéines présentent de grandes variations entre ces
deux compartiments de la cellule: 1) La concentration en Ca (1 mM dans le RE et 100
nM dans le cytoplasme) et le potentiel oxydo-réducteur (-230 mV dans le RE
comparativement à -150 mV dans le cytosol) [6]. Dû à l’environnement très oxidant du
RE, une grande proportion de protéines y pénétrant acquièrent des ponts disulfure. Ceux-ci
sont formés par l’oxydation de groupements thiol libres de cystéines à l’intérieur d’une
chaîne polypeptidique et sont nécessaires à l’atteinte de la structure native. Dans le cytosol,
la formation de tels liens covalents est cinétiquement et thermodynamiquement défavorable
parce que l’environnement est plutôt réducteur. Il y a maintenant 40 ans qu’on a identifié
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la première enzyme catalysant l’isomérisation de ponts disulfure in vivo, la PDI (Protein
disulfide isomerase), une protéine-thiol oxydoréductase et depuis, des homologues de cette
protéine ont été isolés dans plusieurs organismes [211. En effet, chez les mammifères ont
retrouve PDI, PDIp, PDIr, Erp57, Erp72 et P5, chez la levure S. cerevisiae il y a Pdilp,
Mpdl-2p, Euglp et Epslp [22]. Chez les procaryotes, on a identifié quatre homologues de
PDI, DsbA-D, situés dans l’espace périplasmique, un endroit également favorable à la
formation de ponts s-s [22]. Aucun homologue de PDI n’a encore été isolé chez L pombe,
non pas parce qu’il n’y en pas, mais parce qu’aucun effort n’a été fait dans ce sens. PDI est
en fait une sous-unité de deux enzymes du RE très bien caractérisées: prolyl 4-hydroxylase
et la protéine microsomale de transfert de triglycérides (MTP, microsomal triglyceride
transfer protein) [23]. Les PDI sont retrouvées dans plusieurs endroits de la cellule, le
cytoplasme, le RE et toute la voie de sécrétion, dans des endosomes ainsi qu’à la surface de
la membrane. Dans le RE, l’expression de cette foldase est augmentée suite à des stress
induisant le mauvais repliement. Elles y exercent aussi différentes fonctions dont la
régulation cellulaire de l’homéostasie du Ca [231. On a également accepté pendant un
certain temps que PDI jouait un rôle de chaperone classique. En effet, il a été démontré in
vitro et in vivo qu’elle facilitait le repliement des protéines nouvellement synthétisées,
grâce à des interactions peptide-peptide [24,25]. Cependant, il devient de plus en plus clair
que cette propriété n’est pas indépendante de sa fonction de catalyse de la formation des
ponts S-5. En fait, les interactions peptide-peptide seraient nécessaires pour accélérer cette
étape limitante du repliement [26].
La famille des PDI est responsable, in vivo, de la formation, la réduction (dans le
cytoplasme et RE) et l’isomérisation des ponts S-S. Pour ce faire, PDI possède deux paires
de cystéines dans la séquence Cys-Xa-Xb-Cys qui sont responsables de son activité
enzymatique [22]. Quand ces cystéines sont dans un état oxydé, comme on peut le voir à la
Figure 4, PDI peut transférer un lien disulfide à un substrat, le groupement thiol des
cystéines se retrouve alors sous la forme réduite. Sous la forme 5H, PDI peut échanger des
\-
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Figure 4 La formation des ponts disulfure dans les protéines en repliement. Dans le
RE, PDI catalyse la formation des ponts S. Avec le FAD, Erolp oxyde PDI afin de la
rendre compétente à la catalyse enzymatique. Le gluthation présent dans le REjoue un rôle
non-essentiel dans la catalyse de la formation des ponts S-S. PDI (Protéine disulfide
isomérase), SH (atomes de souffre des cystéines sous la forme réduite), GSSG (2 molécules
de glutathion oxydées), G$H (molécule de glutathion réduite), fAD (flavine adénine
dinucléotide oxydée), FADH2 (flavine adénine dinucloétide réduit). Pour plus de détails,
lire le texte. Adaptée de [6]
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liens S de substrats en voie de repliement dans le RE ou être à nouveau oxydée. Pendant
longtemps le mécanisme par lequel PDI redevenait oxydée était incompris.
La catalyse de la formation de ponts disulfure dans le RE nécessite la participation
d’une autre résidente du RE, Erolp ( Oxidoreductin lp), identifiée par des analyses
génétiques chez S. cerevisiae [27]. Cette enzyme membranaire est impliquée dans le
maintient de l’état oxydatif du RE et par conséquent de l’oxydation de PDI lorsqu’elle se
trouve sous sa forme réduite. Cette réaction est rendue possible par la présence de FAD qui
agit comme co-facteur de Erolp [revu dans 6]. Un autre élément important dans la
formation des ponts S-S est le glutathion présent dans le RE sous forme réduit et oxydé
(figure 4). Il existe une quantité importante de GSH et de GSSG et en fait, le glutathion est
le tampon rédox le plus abondant dans le RE [22]. Cependant, il ne semble pas qu’il soit
essentiel à la formation des ponts S-S puisque dans des levures S. cerevisiae sans GSHJ,
donc sans glutathion, l’oxydation des ponts disulfure se fait avec une cinétique normale
[28]. Il semble donc que le glutathion soit un agent réducteur empêchant l’hyperoxydation
duRE.
Comme nous venons de le voir, en entrant dans le RE, les protéines en voie de
synthèse et/ou repliement subissent des modifications covalentes, telles la glycosylation,
l’isomérisation des prolines et la formation de liens disulfure. En plus des enzymes qui
accélèrent la vitesse de ces étapes, il existe une autre classe de protéines qui facilite le
repliement dans le RE. Ces protéines, appelées chaperones moléculaires, stabilisent des
protéines mal ou partiellement repliées afin d’éviter la formation d’agrégats en interagissant
avec leurs substrats. Ces contacts se font soit via des interactions peptide-peptide ou via
des interactions peptide-oligosaccharide. Parmi les chaperones moléculaires, on retrouve
GRP94, BiP (binding immunoglobuline protein), et les calnexines/calréticulines.
e
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1.3 GRP94
Membre de la famille des Hsp9O, GRP94 est une chaperone moléculaire très
abondante dans le RE, représentant 5 à 10 % des protéines luminales. Elle est retrouvée
chez les mammifères, ches le nématode C. eÏegans et chez les plantes, mais est absente
chez la levure et les bactéries. Comme la majorité des chaperones, elle est constamment
exprimée et son expression est augmentée en situation de stress tels une diminution de la
quantité de glucose et un pH extracellulaire faible. GRP94 a un domaine N-terminal très
homologue à celui de Hsp9O et en C-terminal on retrouve un domaine de dimérisation. En
fait, GRP94 existe sous forme d’homodimère et il semble qu’une molécule de GRP94 a la
forme d’une canne de nol [29]. C’est une protéine soluble qui possède un signal de
rétention KDEL, un site de glycosylation exploité et des sites de phosphorylation sur
quelques résidus thréonine et sérine. Bien que le rôle de sa glycosylation ne soit pas précis,
le rôle de la phosphorylation est de prévenir son association avec les chaînes légères des
immunoglobulines et pourrait jouer un rôle dans la régulation de son activité [30]. Comme
la majorité des protéines résidentes du RE, Grp94 a de l’affinité pour le Ca, et sa liaison
au calcium pourrait réguler ses interactions avec les autres protéines. Contrairement à
d’autres chaperones moléculaires qui lient une très grande variété de protéines dans le RE,
GRP94 ne possède qu’un faible éventail de substrats avec lesquels elle interagit: les
chaînes des IgG, les MHC de classe II, la thyroglobuline, erB2, une glycoprotéine du virus
de l’herpes, l’apolipoprotéine B, le collagène, la protéine C et B$DL [2$]. Des études
d’interactions entre les IgG, BiP (section 1.4) et GRP94 ont mené à formuler un modèle
voulant que GRP94 lie ses substrats après que Bip ou d’autres chaperones soient
intervenues. De plus, GRP94 n’a de l’affinité que pour des intermédiaires de repliement
très tardifs ou des protéines partiellement assemblées [30,31]. Cette chaperone possède une
activité ATPasique très faible mais dont le rôle au niveau de la liaison chaperone-substrat
n’est pas très bien compris. Il est important de rappeler, afin de comprendre le rôle
moléculaire limité que joue cette chaperone, qu’elle ne lie qu’un petit nombre de substrats
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et qu’elle n’est pas retrouvée chez les organismes unicellulaires, contrairement à BiP qui est
une protéine ubiquitaire jouant un rôle de premier pian dans le repliement des protéines.
1.4 BiP et les HSP7O
Les membres de la famille des Hsp7O (Heat shock proteins 70) et des Hsc7O (fleat
shock cognate proteins 70) sont retrouvés dans tous les organismes et dans presque toutes
les organelles. Ces protéines sont composées des mêmes domaines et agissent dans un
même cycle dépendant de 1’ATP, elles sont donc structurellement et fonctionnellement très
similaires. Elles interviennent dans plusieurs processus cellulaires: repliement,
translocation dans la mitochondrie ou le RE et rétrotranslocation vers le cytosol. Dans cette
section, nous allons principalement nous intéresser à la chaperone moléculaire BiP membre
de la famille des Hsp7O et retrouvée dans le RE [32]. En 1977, des chercheurs ont identifié
une protéine dont l’expression était régulée par le glucose, Grp78 (Glucose regulated
protein 78) [33]. Par la suite, en 1983 un autre groupe de chercheurs a identifié une
protéine liée aux chaînes lourdes des immunoglobulines en absence des chaînes légères
dans le RE des cellules pre-B [34]. Peu après, on s’est rendu compte que GRP7$ identifiée
quelques années plus tôt était en fait la même protéine que BiP (Binding immunoglobuline
protein).
1.4.1 Caractéristiques structurelles de BiP
La chaperone moléculaire BiP est une protéine résidente du RE qui possède un
signal de rétention (KDEL chez les mammifères [35], HDEL chez S. cerevisiae [36,37] et
ADEL chez S. pombe [38]) et un peptide signal pour la localisation au RE. Les séquences
de la majorité des Hsp/Hsc7O sont très homologues et ce qu’on constate c’est qu’elles
possèdent toutes un domaine qui contient l’activité AlPasique en N-terminal et un autre
domaine au centre qui est responsable de la liaison aux substrats. Bien que la structure
C
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Figure 5 Structure des domaines ATPase et de liaison aux substrats des HSP7O. A) La
structure eu ruban à gauche est celle du domaine ATPase de Hsc7O bovine. La sphère
blanche représente l’ion Mg2 et la molécule en rouge est l’ATP [39]. 3) La structure en
bleue est celte du domaine de liaison aux substrats de DnaK de E.coti. En jaune, on voit le
substrat NRLLLTG qui est lié dans la cavité [40]. C) Structure linéaire de BiP, en N
tenninal il y a un peptide signal pour la localisation au RE. il y a une courte séquence
charnière d’une dizaine d’acides aminés qui fait le lien entre les deux domaines et en C
terminal il y a une séquence de rétention dans le RE (ADEL chez S.poinbe).
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tridimensionnelle complète de BiP et d’aucune Hsp/Hsc7O n’ait jamais été résolue, celle de
quelques domaines de Hsp/Hsc7O l’a été. Comme on peut le voir à la figure 5 A) et B), par
diffraction des rayons X, la structure du domaine ATPase de Hsc7O bovin [39] et du
domaine de liaison aux substrats de la protéine DnaK de E.coli ont été déterminées [40].
On observe que le domaine ATPase est formé par 4 sous-unités constituant une cavité au
milieu de laquelle la molécule d’ATP va se lier [39]. Le domaine de liaison aux peptides,
quant à lui, est composé principalement d’une région riche en feuillets f3 formant un canal
où se lie le peptide en voie de repliement. Ce domaine comprend également une autre
structure d’hélices Œ formant un couvercle flexible [40]. En plus de ces deux domaines, la
structure de BiP inclue une séquence charnière d’environ une dizaine d’acides aminés qui
fait le lien entre les deux domaines et un troisième domaine à l’extrémité C-terminal dont la
fonction n’est pas connue. Des expériences de criblage d’affinité de larges banques de
peptides ont démontré que le domaine d’affinité aux peptides se lie préférentiellement à des
peptides possédant des motifs heptamériques Hy-(W/X)-Hy-X-Hy-X-Hy où Hy est surtout
tryptophane, phénylalanine, leucine, méthionine ou isoleucine et W est tryptophane [32].
Ces résultats suggèrent donc que BiP puisse lier une très grande variété de substrats,
lorsque ces motifs sont exposés au solvant dans le RE.
Chez les mamiffères, BiP existe sous forme monomérique ou oligomériques et peut
être phosphorylée et rybosylée [32]. Chez £ pombe, BiP possède un site de glycosylation
qui est utilisé [3$]. Le rôle de ces modifications est encore très peu compris, bien qu’on
suggère qu’elles puissent modifier l’activité ATPasique de BiP ou sa spécificité pour
certains substrats. L’expression de BiP est modulée en fonction des besoins de la cellule en
chaperone moléculaire. BiP est en effet une cible du UPR (décrit dans la section 1.6.1) et
son niveau d’ARNm augmente en situation de stress affectant le repliement des protéines
dans le RE [59].
C
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figure 6 Cycle de liaison et relâchement d’un substrat par les membres de la famille
des Hsp7O, Hsc7O. Les HSP7O lient et relâchent les substrats lorsqu’une molécule d’ATP
(T) est liée au domaine ATPase. Après l’hydrolyse, généralement facilitée par des
membres de la famille des H$P40, le substrat est lié plus fortement à HSP7O-ADP (D). Un
facteur d’échange GrpE favorise l’échange de l’ADP par un ATP et ainsi le cycle de liaison
recommence. Plus de détails sur ce mécanisme sont disponibles dans le texte. (Tirée de
[411)
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C1.4.2 Le cycle des HSP7O et leurs partenaires
Les deux domaines de BiP sont intimement reliés et la liaison des substrats dépend
en grande partie du domaine ATPasique. Comme illustré à la Figure 6, lorsque le domaine
ATPase de BiP est lié à l’ATP, le «couvercle» du domaine de liaison aux substrats est
ouvert, permettant ainsi un échange rapide de substrats et BiP à une affinité faible pour
ceux-ci [41]. Suite à l’hydrolyse de l’ATP, la conformation du domaine de liaison aux
peptides se modifie, augmentant l’affinité qu’a BiP pour les protéines en voie de
repliement. Ce cycle de liaison et relâchement des peptides dépend grandement de la
vitesse à laquelle BiP hydrolyse l’ATP et échange l’ADP pour une nouvelle molécule
d’ATP. Ces dernières réactions sont facilitées par les activités des protéines qui stimulent
l’activité ATPasique de Bip et des facteurs d’échange de nucléotides. Les membres de la
famille des Hsp4O aident à stabiliser l’interaction entre BiP et les peptides car ce sont eux
qui stimulent l’hydrolyse de l’ATP. Ces protéines sont caractérisées par la présence, dans
toutes les Hsp4O, d’un domaine DnaJ contenant une séquence HPD, qui interagit
directement avec les Hsp7O. Chez les souris, MTJI, une protéine avec un DnaJ, a été isolée
et clonée et agit comme stimulateur de BiP/Grp78 [42,43]. Maintenant, quatre DnaJ du RE
ont été identifées et sont désignées ERdj l-4 ( Endoplasmic Reticulum DnaJ 1-4) [42,44-
47]. À l’exception de ERdj2, il a été démontré pour les autres ERdj qu’in vitro elles
interagissent avec BiP d’une façon dépendante de l’ATP via leur domaine J et qu’elles
peuvent stimuler son activité ATPasique. Chez S. cerevisiae, Kar2p interagit avec trois
membres de la famille des Hsp4O, soient Sec63p, Scjlp et Jemlp, afin de remplir ses
différentes fonctions [48-50]. Scj lp interagit avec Kar2p dans le réticulum de la levure afin
de faciliter le repliement des protéines nouvellement synthétisées. Jemlp et Sec63p
interagissent avec Kar2p durant la karyogamie dans le but d’entraîner la fusion des
membranes. De plus, Sec63p intervient dans la translocation des nouvelles protéines et la
rétrotransiocation des protéines vers le cytoplasme [32]. Le cycle des HSP7O comprend
comme nous venons de le voir, HSP7O et des protéines de la famille des HSP4O qui
ç
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agissent comme stimulateur de l’hydrolyse de l’ATP. Il y a également une autre famille de
protéines, les facteurs d’échange de nucléotides GrpE, dont la fonction est d’échanger la
molécule d’ADP obtenue suite à l’hydrolyse par une nouvelle molécule d’ATP. Ces
protéines permettent d’augmenter le nombre de cycles de liaison et relâchement des
substrats par les H$P70 dans un laps de temps donné. Une telle protéine dans le RE a
d’abord été isolée chez Yarrowia ltolytica mais c’est son homologue Slslp/$illp chez L
cerevisiae qui a été démontré la première comme étant une GrpE [51-53]. Par double
hybride, les chercheurs ont démontré que Slslp interagit avec Kar2p quand celle-ci est liée
à une molécule d’ADP. La première GrpE du RE chez les mammifères a été isolée encore
une fois à l’aide du double hybride et est désignée BAP (iP ssociated protein) [54].
Jusqu’à présent, bien que BiP ait été cloné chez S. pombe, aucun membre de la famille des
Hsp4O ou GrpE n’a été isolé.
1.4.3 Les fonctions de BiP
Les fonctions cellulaires de BiP ont été grandement étudiées. Elle a été la première
chaperone du RE à être identifiée et à être reconnue comme faisant partie du mécanisme de
contrôle de qualité des protéines. BiP prévient la sécrétion de différentes protéines qui
passent par le RE avant qu’elles n’aient acquit leur conformation native en s’associant avec
celles-ci. Elle favorise également le repliement des protéines et l’assemblage des
multimères [55]. D’autres études sur les fonctions de BiP ont été menées principalement
chez S. cerevisiae. Kar2p interagit avec Sec63p, une protéine membranaire du RE, et
ensemble ils constituent le moteur nécessaire à tirer les protéines à travers le pore de
translocation. McClellan et al. ont démontré que des mutations qui empêchent l’interaction
avec Sec63p et des changements conformationnels ATP-dépendant inhibait la translocation
de protéines nouvellement synthétisées in vivo et in vitro [56]. Également, il a été
démontré à l’aide de protéines purifiées que dans des microsomes reconstitués in vitro, BiP
maintenait la perméabilité du pore de translocation en scellant les transiocons du RE [57].
BiP joue un rôle dans l’exportation des protéines mal repliées vers le cytosol pour être
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dégradées par le protéasome [5$]. Finalement, BiP contribue comme la majorité des
protéines résidentes du RE à la réserve cellulaire du Ca [32].
1.5 La famille de la calnexine/calréticulïne
Dans le réticulum endoplasmique on retrouve une autre famille de chaperones
moléculaires jouant un rôle essentiel dans le repliement: la calnexine/calréticuline. La
structure moléculaire de la cainexine est maintenant très bien connue et elle a été clonée à
partir d’un grand nombre d’espèces de mammifères (chien, humain, souris, rat), de la plante
Arabidopsis thaliana, de champignons tels que $accharomyces cerevisiae,
Schizosaceharomyces pombe, Yarrowia ÏzoÏytica et Aspergillus niger ainsi que de la
mouche Drosophila melanogaster [60-6$]. La présence de cette protéine dans plusieurs
cellules eucaryotes indique qu’elle joue un rôle très conservé et très fondamental à la vie.
1.5.1 La structure de la cainexine
Le nom cainexine a été donné après l’avoir identifiée comme une phosphoprotéine
transmembranaire de type I du RE homologue à la calréticuline [60]. Par la suite, on s’est
rendu compte que la protéine p8$ identifiée auparavant comme une chaperone du MHC I
était la même protéine que la cainexine [69]. En effet, il avait été démontré que pendant
leur biogenèse, les molécules d’histocompatibilité de classe I se liait à une nouvelle
chaperone, p88, et que l’interaction n’avait lieu que dans le RE [70]. Il est maintenant bien
établi que la cainexine lie un grand nombre de substrats glycosylés et non-glycosylés. À la
Figure 7 A), on peut voir la structure linéaire de la calnexine/calréticuline. La cairéticuline
est l’homologue soluble de la cainexine et elle possède un signal de rétention dans le RE
(KDEL). Les deux protéines possèdent deux motifs (motif 1 (I-DPD/EA-KPEDWDD/E) et
motif 2 (G-W- -P-I- NP-Y)) très conservés et répétés en tandem. Il y a trois répétitions des
o
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Figure 7 Structure de la cainexine. A) Représentation linéaire de la calnexine/
cairéticuline humaines et de la catnexine de la levure S. pombe. 1 représente la séquence (I
DPD/EA-KPEDWDD/E) et 2 désigne le motif (G-W- -P-T- NP-Y), TM défini le domaine
transmembranaire et KDEL est la séquence de rétention dans le RE. B) Structure
tridimensionnelle de la calnexine de chien résolue à 2,9 À. [731
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motifs î et 2 dans la cairéticuline et quatre répétitions de ces motifs dans la cainexine de
mammifères et L pombe, alors qu’on ne trouve qu’une seule fois le motif 1 dans la
cainexine de S. cerevisiae. Ce que l’on peut remarquer de ces motifs, c’est qu’ils sont
riches en résidus proline. Pour cette raison, on a nommé cette région centrale hautement
conservée (hcd) le domaine P [71]. Des analyses de RMN de ce domaine de la calréticuline
et de cristallographie de la partie soluble de la cainexine ont démontré que les résidus 277 à
414 formant ces deux motifs sont organisés en épingle à cheveux qui s’allonge à l’extérieur
de la structure. Les motifs 2 se trouvent repliés sur les motifs 1 et chacun des motifs forme
un petit feuillet f3 (en bleu cyan dans le domaine épingle à cheveux sur la figure 7 B)
[72,73]. La structure tridimensionnelle de la calnexine de chien révèle un autre domaine
formé des résidus 61 à 262 et 415 à 45 et organisé majoritairement en feuillets f3, un
domaine globulaire similaires à celui des lectines de végétaux [73].
Dans toutes les calnexines étudiées, à l’exception de S. cerevisiae, on retrouve un
domaine cytosolique dont la longueur en acides aminés varie [74]. Le domaine cytosolique
de la calnexine de mammiferes contient différentes régions, dont un domaine de
phosphorylation et un signal pour recycler la calnexine vers le RE. Il a été démontré que la
cainexine est phosphorylée in vivo par la caséine kinase II (CKII) et par la kinase ERK1
(xtracellular-signal Regulated Kinase-1). L’ajout de groupements phosphate sur ces
séquences spécifiques augmente l’association de la calnexine avec les ribsosomes. Il a été
proposé que cela favorise le rapprochement de la calnexine près du pore de translocation
afin de promouvoir plus rapidement et efficacement le repliement des nouvelles protéines
[75,76]. La phosphorylation de la calnexine a également comme fonction de contrôler le
niveau de Ca à l’intérieur du RE [77]. D’autres modifications ont été rapportées chez la
cainexine de S. pombe et S. cerevisiae où la partie luminale est glycosylée une et cinq fois
respectivement. Toutefois, le rôle que joue la glycosylation n’est pas encore connu [63-651.
o
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Dans cette famille on compte deux autres membres qui sont très identiques mais que
l’on retrouve seulement dans les testicules : calmégine et calnexine-t [74].
1.5.2 La cainexine agit dans un cycle
Les premières études sur la calnexine ont démontré qu’elle interagissait avec un
grand nombre de substrats différents, mais on ne savait pas comment avait lieu cette
interaction. C’est d’abord Ou et al. qui ont montré que la calnexine interagissait
spécifiquement et transitoirement avec les protéines N-glycosylées [78]. Par la suite, le
groupe de Helenius a rapporté que l’utilisation de tunicamycine (inhibiteur de la
glycosylation), de castanospermine et de 1-deoxynojirimycin (inhibiteur de glucosidase I et
II) prévenait l’association de la calnexine avec HA (Hemagglutinine) et V$VG (esicular
Stomatitis Virus G protein) [79]. Ces données suggéraient donc que la calnexine était
spécifique aux glycoprotéines monoglucosylées et ont conduit les auteurs à élaborer un
modèle d’action de la cainexine. Ce modèle, connu comme «le cycle de la
calnexine/calréticuline », implique différentes protéines du RE. Comme on peut le voir à la
Figure 8, après clivage séquentiel des résidus externes de glucose par la glucosidase I et II,
l’oligosaccharide de la glycoprotéine est mono-glucosylé [14]. À cette étape, la
glycoprotéine peut s’associer via son oligosaccharide à la calnexine/calréticuline. Cette
interaction entre la calnexine et la protéine, qui peut durer de quelques minutes à quelques
heures, favorise le repliement de la nouvelle protéine en empêchant la formation d’agrégats
de protéines. Après que la calnexine ait relâché le substrat, celui-ci peut être reglucosylé
par une protéine résidente du RE, la UDP-glucose glycoprotein:glucosyltransférase (UDP
GT), s’il n’est pas dans sa structure native. Cette enzyme soluble a une préférence pour les
oligosaccharides riches en mannose et sert de senseur du repliement [14]. En fait, il a été
démontré que ce sont seulement les oligosaccharides des domaines partiellement mal
repliés qui seront reglucosylés par cette enzyme [80]. L’UDP-GT ne reconnaît pas de
séquence particulière, mais est plutôt sensible à l’exposition de régions hydrophobes, à une
Q 24
Figure 8 Le cycle de la calnexine/calréticuline. Ces deux chaperones moléculaires lient
préférentiellement des protéines mono-glucosylées. Lorsque le glucose restant est clivé par
la glucosidase II, l’UDP-glucose glycoprotéine:gÏucosyltrausférase (UDP-GT) peut ajouter
un glucose et ainsi permettre une nouvelle interaction entre ta calnexine/calréticuline et la
protéine mal repliée. Les triangles rouges représentent des résidus de glucose. Plus de
détails sur ce cycle dans le texte. [14]
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mobilité accrue de la chaîne peptidique ou n’importe quelles autres propriétés biophysiques
que possèdent une protéine mal repliée [81]. L’action de l’UDP-GT permet à une protéine
en voie de repliement d’entrer dans le cycle de la calnexine à nouveau et de pouvoir se
replier correctement. Lorsque la protéine est dans la bonne conformation, elle pourra
continuer dans la voie de sécrétion.
La protéine Erp57, une thiol oxidoréductase, fait également partie de ce cycle
(Figure 8). En effet, il a été démontré que cette résidente du RE est spécifique seulement
pour les protéines glycosylées et qu’elle forme un complexe avec les chaperones
calnexine/calréticuline [82,83]. Le domaine épingle à cheveux des lectines est la région
impliquée dans la formation de ce complexe [$4].
1.5.3 La cainexine comme chaperone classique
Le modèle que je viens de décrire prend en considération seulement le fait que la
calnexine agisse à titre de lectine et non pas comme une chaperone classique, pouvant faire
des interactions peptide-peptide avec ses substrats. Pourtant, il avait été démontré que
l’oligosaccharide pouvait être clivé sans défaire l’association calnexine-substrats [$5]. Le
groupe de Williams a donc proposé un modèle en deux étapes postulant que l’interaction
oligosaccharide-calnexine servait d’étape initiale, mais que par la suite les lectines
pouvaient interagir directement via les peptides [26]. Il a été grandement démontré que la
calnexine/calréticuline pouvait agir comme une chaperone classique aussi bien in vitro, où
elle prévient l’aggrégation de protéines dénaturées qu’in vivo, où elle peut être co
immunoprécipitée avec des substrats qui ne sont pas mono-glucosylés [$7-90]. Ceci peut
être démontré soit en utilisant des inhibiteurs de glycosylation, de glucosidase I et II ou en
utilisant des substrats non-glycosylés. De plus, une étude présentant les fonctions des
différentes régions de la calnexine a été publiée [$4]. Il semble que le domaine épingle à
cheveux soit impliqué dans la formation d’un complexe avec Erp57 et ce même domaine
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participe avec le domaine globulaire dans l’activité lectine. Le site où ont lieu les
interactions entre polypeptides est dans le domaine globulaire et nécessite le domaine
épingle à cheveux pour être complètement actif. Aujourd’hui, ce groupe a revu son modèle
qui inclut désormais toutes les informations disponibles sur la calnexine (figure 9). Ce
qu’on constate sur cc modèle, c’est que la calnexine relâche le substrat une fois que la
glucosidase II ait clivé le glucose terminal, mais également lorsque l’ATP est dissocié de la
calnexine. En effet, il a été montré que la calnexine lie l’ATP et qu’elle subit des
changements conformationnets qui affectent son affinité pour les protéines en repliement
t91-931.
Figure 9 Modèle du mécanisme de la calnexine du groupe de WiIliams. Lorsque
l’oligosaccharide de la glycoprotéine est sous forme monoglucosylée, celle-ci est liée à la
calnexine à la fois via le domaine lectine et via le domaine impliqué dans les interactions
peptide-peptide. Erp57, qui catalyse la formation des ponts S-S des glycoprotéines, est
associée avec la calnexine. La calnexine a de l’affinité pour l’ATP et lorsque la chaperone
ne lie plus cette molécule, le peptide est relâché. Il est à noter que dans ce modèle, la
protéine en repliement possède un oligosaccharide, mais cela pourrait aussi être une
protéine non-glycosylée. (Modèle présenté sur le site internet du Laboratoire de David
Williams) [96].
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1.5.4 La cainexine de S. pombe
Notre laboratoire a également suggéré que la calnexine ne reconnaît pas uniquement
les oligosaccharides Glc1Man9GlcNAc2 des glycoprotéines. Tout d’abord, nous et un autre
groupe avons démontré que le gène cnx] + de Schizosaccharomyces pombe est essentiel à la
viabilité de cette levure [64-65 ], mais que la délétion du gène gpt] codant pour la UDP
GT de S. pombe donnait des cellules viables [94]. Cette enzyme n’est essentielle qu’en
situation de stress excessif du RE [95]. Ensuite, notre laboratoire a démontré à l’aide
d’inhibiteurs de glycosylation et des glucosidases I et II, que la glycoprotéine phosphatase
acide endogène interagit avec la calnexine indépendamment du clivage des glucoses et de
la reglucosylation par UDP-GT [88]. Finalement, nous avons publié que la région centrale
hautement conservée de la cainexine n’est pas nécessaire pour conférer la viabilité à la
levure [97]. En fait, un mutant qui ne comprend que les 52 acides aminés en C-terminal
dans le RE, les domaines transmembranaire et cytoplasmique permet la viabilité. Les
régions prédites pour faire les interactions oligosaccharide-peptide (domaine épingle à
cheveux et domaine globulaire) ne sont pas présentes dans ce mutant. Toutes ces données
suggèrent donc que la calnexine interagit avec les protéines en voie de repliement via des
interactions peptide-peptide, soit directement ou indirectement via BiP qui est associée à la
calnexine [88,97].
1.5.5 Les fonctions et partenaires de la cainexine
La calnexine/calréticuline agit dans le RE afin d’intervenir principalement dans
deux processus fondamentaux. Le premier est de favoriser le repliement des nouvelles
protéines, tout comme le font les PDI, GRP94 et BiP. Cette fonction implique qu’elle
prévient la formation d’agrégats de protéines qui sont toxiques, voir mortels pour la cellule
et qu’elle retient les protéines ou les complexes non-assemblés dans le RE afin d’éviter leur
exportation prématurée [14]. Le deuxième mécanisme, dans lequel la calnexine est
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impliquée, est la dégradation associée au RE (ERAD) [14], dont il sera question dans la
section 1.6.2. En effet, il a été montré in vitro que la cainexine était requise pour la
dégradation d’une forme mutante non-glycosylée du pré-pro facteur et de S. cerevisiae [9$].
Dans le RE, la calnexine/calréticuline s’associe avec d’autres résidentes pour exercer ses
fonctions. Nous avons déjà parlé des complexes avec Erp57, mais il a également été
démontré par nore laboratoire pour la calnexine de S. pombe et par le groupe de Denecke
pour la calréticuline des cellules de tabac que ces deux chaperones sont associées avec BiP
[$8,99]. Ces complexes sont stables en présence ou absence de synthèse protéique et sont
indépendants des stress qui induisent un mauvais repliement aux protéines. De plus, dans
la levure Yarrowia lipolytica, la calnexine est retrouvée en association avec la protéine
$bhlp, une sous-unité du pore de tranisocation Sec6l, favorisant probablement le
rapprochement de la chaperone près des protéines nouvellement synthétisées et
transloquées [67]. Il a été observ que d’autres chaperones forment des complexes: BiP,
GRP94, CaBP1, PDI, ERdj3, cyclophilin B, ERp72, GRP17O, UDP-GT et $DF2-L1 sont
associés avec des protéines incomplètement repliées ou mal assemblées [100]. On peut
expliquer la présence de ces complexes par une organisation spatiale accrue afin de rendre
les mécanismes de repliement des protéines dans le RE plus efficace et plus rapide. Ceci a
pour effet d’amener à un niveau plus compatible avec la vie un processus qui est extrfment
lent s’il n’est pas catalysé par des enzymes.
Dans les sections que nous venons de voir, il a été question des protéines clés
impliquées dans le processus de repliement des protéines. Les différentes foldases et
chaperones moléculaires sont très efficaces et les mécanismes dans lesquelles elles
interviennent sont rigoureusement contrôlés. Cependant, il arrive que des protéines soient
irrémédiablement mal repliées ou que des facteurs environnementaux ou intracellulaires
affectent le repliement des protéines dans le RE. Afin de corriger ces situations, il existe un
contrôle de qualité du repliement dont font partie les chaperones moléculaire et qui inclut
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aussi la réponse au mauvais repliement des protéines (UPR) et la dégradation associée au
RE (ERAD).
1.6 Le contrôle de qualité du repliement des protéines dans le RE
Le contrôle de qualité du repliement des protéines dans le RE est primordial et
plusieurs maladies sont associées au mauvais repliement et à la formation d’agrégats
protéiques. Les maladies à prions telles la tremblante du mouton, l’encéphalopathie
spongiforme de type bovine, la maladie de Creutzfeldt-Jakob, ou les maladies neuro
dégénératives comme le Parkinson et l’Alzheimer sont causées par l’agrégation de
protéines [101,102]. D’autres maladies, comme la fibrose kystique et l’emphysème
juvénile sont le résultat du mauvais repliement du CfTR (Çystic Fibrosis Transmembrane
conductance regulator, un canal de chlore) et de l’Œl-antitrypsine, respectivement [103].
En accord avec un rôle majeur de la calnexine dans le contrôle de qualité, les deux formes
mutantes des protéines qui provoquent l’apparition de ces deux maladies sont retenues dans
le RE par cette chaperone [104,105]. Afin de prévenir la toxicité et éventuellement la mort
cellulaire que la présence d’agrégats et de protéines mal repliées pourraient engendrer, les
cellules se sont dotées d’un système de réponse au mauvais repliement (UPR «unfolded
protein response ») et de dégradation des protéines (ERAD «ER-associated degradation)
(revue dans [106,107]).
1.6.1 LeUPR
Lorsque surviennent des situations qui provoquent un stress au niveau du RE
comme par exemple, l’expression de protéines mutantes, la surexpression de certaines
protéines recombinantes, le traitement des cellules avec des drogues telles la tunicamycine
(inhibiteur de la N-glycosylation) ou le -mercaptoéthano1 (inhibiteur de la formation des
ponts S) et la haute température, le RE doit réagir afin d’éviter une accumulation de
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protéines mal repliées. Pour ce faire, des mécanismes de communications entre le RE et le
noyau ont évolué afin de contrôler l’expression d’une multitude de gènes. C’est chez la
levure $accharomyces cerevisiae que cette cascade de signalisation a été d’abord très bien
caractérisée contrairement aux mammifères chez qui cette voie est comprise depuis peu
d’ années.
1.6.1.1 Le UPR de S. cerevisiae
Chez la levure S. cerevisiae, deux groupes ont identifié la même année le gène
IRE]/ERNJ Unositol quiring et ER to Nucleus signaling) en criblant pour des cellules
mutantes dont le gène lacZ placée sous le contrôle d’un promoteur contenant la séquence
UPRE (nfolded protein response lement) de 22 pb. Dans cette souche, lacZ n’était pas
surexprimée en cas de stress [108,109]. IREJ/ERNJ code pour une protéine
transmembranaire de type I résidente du RE dont l’extrémité N-terminal est dans la lumière
du RE et le C-terminal se situe soit dans le cytoplasme ou le noyau. Ce domaine possède
des activités kinase et ribonucléase nécessaires pour la réponse au mauvais repliement suite
à un stress (UPR) [110]. Le mécanisme UPR est schématisé à la Figure 10. BiP est
normalement lié à Irelp, mais lorsqu’il y a accumulation de protéines mal repliées dans le
RE, BiP va interagir avec les protéines en voie de repliement. Ainsi Irelp n’est plus
associé avec BiP et va pouvoir homo-oligomériser [59]. Il y a par la suite trans
autophosphorylation qui est nécessaire à l’activité endoribonucléase du domaine
cytosolique. Alors, Irelp peut cliver l’ARNm HAC] à deux endroits, éliminant de ce fait
un petit intron. Les deux exons générés par la réaction précédente sont ligasés par la tRNA
ligase Rgllp. On observe alors une traduction plus accrue de l’ARNm HAC] épissé dans le
cytoplasme. Haclp est un facteur de transcription de type «basic leucine zipper» qui est
ciblé au noyau où il se lie à sa séquence d’ADN cible, le UPRE retrouvé dans les
promoteurs de plusieurs gènes codant pour des protéines résidentes du RE (K4R2, PPJ
EUGJ et FDIJ, LSH], fKB2, ERO], INOJ) [5]. En fait, ce mécanisme de réponse conduit
à l’expression de ces gènes énumérés mais également de gènes impliqués dans la
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Figure 10. Modèle du UPR chez la levure. S. cerevisiae L’accumulation de protéines mal
repliées conduit à la dissociation du complexe Ire lp-BiP. Irelp s’autophospho;yle, devient
alors actif et peut cliver le mRNA de HACI. Avec l’aide de la tRNA ligase Rlglp, un
nouveau messager HACI est généré. Une fois traduit, Haclp, un facteur de transcription,
est ciblé dans le noyau et lie sa cible UPRE. Ainsi, un certain nombre de gènes cibles sont
plus fortement transcripts. (Tirée de [110])
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translocation, la glycosylation et la modification d’oligosaccharides, le repliement et la
dégradation des protéines, le transport vésiculaire, le métabolisme des lipides et la
biogenèse de la membrane cellulaire [5].
1.6.1.2 Le UPR chez les mammifères
Chez les mammifères, le mécanisme de UPR est beaucoup plus complexe et fait
intervenir un plus grand nombre de protéines (revue dans [106]). Deux gènes homologues
à IRE] ont été isolés, IrelŒ et Ire 1f3 [112,113], cependant ils ne semblent pas nécessaire à
l’activation du UPR. Longtemps ce mécanisme chez les mammifères a été un casse-tête
pour les chercheurs, parce qu’il manquait un morceau important: un homologue de HAC].
La protéine ATf6 a été isolée et il s’agit d’un facteur de transcription qui présente un peu
d’homologie avec Haclp. Son mRNA est aussi exprimé de façon constitutive, mais il n’est
pas clivé comme celui de HAC] [114]. ATF6 est une protéine transmembranaire du RE et
suite à un stress, le domaine de transactivation soluble est clivé et dirigé vers le noyau pour
induire l’expression de gènes cibles. Cependant, ce mécanisme d’activation de ATf6 est
indépendant de l’activité Irel. Il n’y a que deux ans en fait que l’importance de Irel chez
les mammifères a été mise de l’avant avec l’identification de XBP-] [114]. Chez C.
eÏegans et les mammifères, le inRNA XBF-] est clivé par Irel entraînant une délétion de 26
pb qui favorise un changement de cadre de lecture. La nouvelle protéine traduite est un
facteur de transcription qui se lie à des gènes cibles pour répondre au stress du RE. Un
autre gène qui a été identifié et qui joue un rôle crucial dans l’inhibition de la synthèse de
protéine en cas de stress au niveau du RE est le gène perk [115]. Lorsqu’il y a un surplus
de protéines mal repliées dans le RE, par des mécanismes semblables à ceux qui activent
IRE1, la protéine kinase membranaire PERJ( (PKR-like ER Kinase) phosphoryle la sous
unité c du facteur d’initiation eIf2, arrêtant la traduction des protéines. Comme on peut le
constater, le UPR chez les mammifères est très élaboré et fait intervenir différentes voies,
mais plusieurs questions demeurent toujours sans réponse.
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D’après ce que nous savons aujourd’hui, il est clair qu’il s’agit de merveilleux
systèmes qui se sont développés afin de réduire les dommages aux cellules provoqués par
l’accumulation de protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique. D’une part, il y
a des mécanismes qui favorisent l’expression des chaperones moléculaires qui assistent le
repliement des protéines néo-synthétisées dans le RE et d’autre part, des mécanismes
veillent à arrêter la synthèse de nouvelles protéines afin de laisser à la cellule le temps de se
départir des agrégats dans le RE. Dans certains cas, les protéines sont irrémédiablement
mal repliées, elles devront alors être dégradées.
1.6.2 La dégradation associée au RE et le protéasome
Le UPR décrit dans la section précédente conduit à l’expression de certains gènes
cibles dont les produits font partie de la machinerie impliquée dans la dégradation de
protéines [111]. Longtemps on a crut que les protéines étaient dégradées directement dans
le RE ou dirigées vers les organelles spécialisées dans la dégradation, les
lysosymes/vacuoles. En fait, la majorité des protéines du RE qui doivent être éliminées
sont dégradées par l’action du système ubiquitine-protéasome présent dans le cytosol [116].
Il semble que les glycoprotéines mal repliées soient identifiées en fonction de la structure
de leurs oligosaccharides chez S. cerevisiae et chez les mammifères [13]. En effet, les
oligosaccharides des glycoprotéines qui restent longtemps dans le RE, donc celles qui sont
mal repliées, sont clivés par l’Œ-mannosidase 1 qui agit moins rapidement que la UDP-GT.
Ainsi, puisque les protéines mal repliées passent plus de temps dans le RE, elles
contiennent un plus grand nombre d’oligosaccharides démannosylés. L’oligosaccharide
Man8GlcNAc2 serait ainsi le signal de dégradation. Il se pourrait également que ce soit
plutôt la présence de complexes particuliers lectine-glycoprotéines qui soit le message de
dégradation, compte tenu de la diversité des oligosaccharides et l’absence de mannosidase
dans certains organismes, comme S. pombe. Chez S. cerevisiae, Htmlp est une protéine
Ç semblable à la mannosidase 1, elle reconnaît les oligosaccharides Man8GlcNAc2 et la
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délétion du gène provoque un retard dans la dégradation de certaines glycoprotéines [117].
Chez les mammfières, l’al,2-mannosidase du RE clive un mannose de l’embranchement
central de l’oligosaccharide, ce qui a pour effet que les glycoprotéines sont liées par une
lectine récemment identifiée, EDEM (ER degradation-enhancing 1,2 mannosidase-like
protein) [118]. EDEM est une protéine membranaire de type II, dont la partie luminale est
très semblable à celle de Œ1,2-mannosidase, mais qui ne possède aucune activité
catalytique. Il a été démontré que EDEM retire les glycoprotéines mal repliées du cycle de
la calnexine [119,120]. En effet, EDEM et la calnexine interagissent ensemble via leur
domaine transmembranaire et la surexpression d’EDEM diminue le temps que passe une
glycoprotéine dans le cycle de la calnexine et accélère l’ERAD. Bien que les mécanismes
de rétention et ciblage vers le protéasome des glycoprotéines mal repliées soient connus, on
sait peu de chose sur ceux régissant la dégradation des protéines non-glycosylées. Il se
pourrait que l’interaction prolongée entre BiP et les régions hydrophobes d’une protéine
irrémédiablement mal repliée constitue le signal nécessaire pour diriger la protéine vers le
rétrotranslocon. On peut penser que BIP, après un certains temps, passe le substrat mal
replié à d’autres composants du RE qui font le lien entre la dégradation et la rétention
[116].
Ces protéines mal repliées sont retournées dans le cytosol via un pore formé par la
même protéine qui compose le pore de translocation des protéines à l’intérieur du RE,
Sec6lp [121]. Toutefois, il est possible de penser qu’il existe deux types de translocons qui
permettent de mieux contrôler le trafic vers l’intérieur ou l’extérieur du RE. Le complexe
protéique formant le canal Sec6l interagit avec des protéines qui sont impliquées dans le
ciblage vers le rétrotranslocon des protéines à être dégradées. Parmi celles-ci on retrouve,
chez S. cerevisiae, BiP, PDI, les lectines Htm I p/Mnl 1 et Hrd3p une protéine qui interagit
avec les protéines ubiquitine-ligase (Der3p/Hrdlp), (Figure 11 A, revue dans [1161). Pour
qu’une protéine puisse resortir du RE vers le cytosol, elle doit se déplacer dans un seul
sens, et pour ce faire, certains facteurs doivent tirer ou pousser sur la chaîne polypeptidique.
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Figure 11 Protéines impliquées dans les processus de dégradation associée au RE
(ERAD). A) Une protéine mal repliée dans le RE est prise en charge par les protéines qui
composent le ERAD, dont BiP et est transloquée dans le cytosol pour être dégradée par le
protéasome. B) Réaction en chaîne impliquant les enzymes E1-E3 qui sont responsables de
l’ubiquination nécessaire pour la dégradation par le protéasome. (Figures inspirées de
[116,122])
C 36
Comme on peut le voir à la Figure liA, après que la protéine soit partiellement sortie du
RE et qu’elle ait été ubiquitinée, le complexe Cdc4$-Ufdlp-Np14 s’y lie. Des cycles
d’hydrolyses d’ATP induisent des changements de conformation dans le complexe qui tire
sur la protéine afin de la diriger vers le protéasome [116]. Au niveau de la membrane du
RE, dans le cytosol, se trouve la machinerie responsable de l’ubiquitination. L’ajout
d’ubiquitines sur des protéines ciblées vers le protéasome se fait suite à une série de
transferts enzymatiques (Figure 1 lB) [1221. Les molécules d’ubiquitine sont d’abord
activées par l’enzyme Ubal (El). El transfert ensuite l’ubiquitine sur l’enzyme Ubc7
(ubiquitin-conjugating enzyme), qui est une E2. Le substrat peut alors être directement
ubiquitiné par E2 ou via la protéine ubiquitine ligase E3. Les substrats identifiés à l’aide de
plusieurs molécules d’ubiquitine sont par la suite pris en charge par le protéasome qui va
les dégrader. Le protéasome 26S est composé de 3 complexes multi-protéiques: deux
capuchons identiques de 19$ qui sont ATP-dépendant, dont la fonction est de déplier les
substrats poly-ubiquitinés et un assemblement protéique de forme cylindrique de 20$
possédant l’activité protéase [123]. Le substrat reconnu est lié par la sous-unité 19$, entre
dans le cylindre et y est dégradé par l’activité protéase. La dé-ubiquitination est effectuée
par une protéine du 20$ ce qui rend donc le processus irréversible à partir du moment où
une protéine est ubiquitinée. Ces mécanismes très complexes qui font intervenir un grand
nombre de gènes permettent ainsi à la cellule de se départir des protéines qui pourraient
devenir toxiques pour la cellule si elles formaient des agrégats.
1.7 Projet de recherche
Notre laboratoire et un autre laboratoire ont montré que chez la levure
Schizosaccharomyces pombe, la calnexine est un gène essentiel [64,65]. Notre laboratoire
a également établi que la région minimale de la calnexine pouvant conférer la viabilité se
retrouve dans les derniers 123 acides aminés en C-terminal [97]. Parmi ceux-ci, 52 aa sont
dans le RE, 23 aa dans la membrane et 48 aa dans le cytosol. De plus, ce mutant de la
o
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calnexine, nommé Mini_Cnxlp, forme un complexe avec la chaperone Bip [97]. Un autre
mutant qui confère la viabilité est nommé Ahcd Cnxlp (hcd : highly conserved domain). Il
possède les même 123 aa que Mini_Cnx lp plus $6 aa en N-terminal et interagit également
avec BiP. Dans ce projet de recherche, nous voulons déterminer dans un premier temps si
Cnxlp est une chaperone classique pouvant prévenir l’agrégation de protéine in vitro. En
effet, cette caractéristique a été démontrée pour la calnexine de mammifère, mais n’a
jamais été rapportée pour la calnexine de levure. Nous voulons aussi savoir si la fonction
essentielle de la calnexine encodée par Ahcd_Cnxlp et Mini cnxlp est l’activité
chaperone. L’utilisation d’essais d’agrégation in vitro est un excellent moyen pour tester
cette hypothèse. En effet, il est assez simple de purifier des mutants recombinants de la
chaperone ou des peptides de plus petite taille (52 aa) et les essais in vitro d’agrégation de
protéines modèles, telle la luciférase qui se dénature à basse température (42°C), sont
simples et bien établis. Ensuite, nous voulons savoir si les mutants Ahcdcnxl et
mini cnxl permettent un repliement efficace de trois protéines modèles: sNEP, Cellp, et
HSA. La sNEP (oluble Neutral ndopeptidase) de lapin est bien sécrétée dans la levure
[124], son activité est relativement simple à mesurer et c’est une grande protéine de 90 kDa
portant cinq sites de glycosylation. Cel lp (cellulase de Aspergillus aculeatus) est une
protéine de 40 kDa portant trois sites de glycosylation et dont l’activité est facilement
mesurable. f inalement, HSA (uman emm Albumin) est une protéine non-glycosylée,
dont la taille est de 62 kDa mais qui n’a pas d’activité enzymatique. Afin de tester in vivo le
repliement des protéines, nous allons mesurer l’activité des protéines sécrétées et la
quantité de protéines sécrétées dans le milieu extracellulaire dans chacune des souches.
La levure S. pombe est un excellent outil pour étudier le repliement des protéines et
plus particulièrement pour faire des études structures-fonctions de la calnexine. En effet, g
pombe est un micro-organisme dont la séquence des 13,8 Mb des trois chromosomes est
connue [125]. Cette levure peut vivre sous forme haploïde ou diploïde et il est très facile de
faire de la génétique classique ou inversée. Contrairement à ce qui est le cas avec les
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cellules de mammifères, on peut ainsi facilement créer des mutants et les étudier sans avoir
la calnexine sauvage comme bruit de fond et sans recourir à une surexpression d’un mutant
qui pourrait fausser les résultats. De plus, comme il a été question dans les sections
précédentes, plusieurs aspects du repliement des protéines de la voie de sécérétion sont
similaires chez cette levure et chez les mammifères. Chez S. pombe, la glycosylation des
protéines est très semblable à celle des mammifères, entre autres parce que les
oligosaccharides possèdent un galactose terminal [13]. De plus, comme mentionné dans la
section 1.5.1, la calnexine de £ pombe est structurellement plus semblable à celle des
mammifères que ne l’est celle de S cerevisiae [64,65]. Le cycle de la cainexine décrit chez
les mammifères comprend les enzymes UDP-GT, et les glucosidases I et II que l’on
retrouve également chez la levure S. pombe. Ainsi, les résultats obtenus dans nos études
peuvent facilement être extrapolés aux mécanismes impliquants la calnexine chez les
mammifères.
o
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Synopsis
Folding of newly-synthesized proteins within the endoplasmic reticulum (ER) is a
rate-limiting step in protein secretion. Thus, ER molecular chaperones and foldases have a
major impact in determining the rate and yield ofthese crucial cellular processes. Calnexin
is a key ER chaperone implicated in the folding, retention, and targeting for degradation of
proteins that go through the secretory pathway. Cainexin molecules contain a highly
conserved central domain (hcd) that has been proposed to be involved in the interaction
with folding substrates and other chaperones. b gain a better understanding of the roles
played by calnexin in the secretory pathway, we examined the efficiency of fission yeast
strains expressing calnexin mutants to secrete different model proteins. Remarkably,
calnexin hcd-deletion mutants, while devoid of detectable chaperone activity in vitro,
confer viability and cause a considerable increase in the secretion of heterologous cellulase
and of endogenous proteins. Surprisingly the quality control efficiency, measured as the
activity/amount ratio of secreted model protein, was flot severely reduced in these calnexin
hcd-deletion mutant strains. Our results indicate that calnexin’ s essential function does flot
reside in its role in the folding or in the retention of misfolded proteins. These observations
suggest the existence of an overzealous quality control mechanism in the ER of S. pombe
that might reduce the secretion efficiency of endogenous proteins.
o
CIntroduction
Secreted and membrane proteins enter the secretory pathway at the level of the
endoplasmic reticulum tER) [1]. Upon entering the ER, a larger number of newly
synthesized proteins undergo covalent modifications such as N-glycosylation and disulfide
bond formation, and most of the proteins acquire their final structure. Because of the high
concentration of newly-synthesized and resident proteins in the ER (attaining about 100
mg/ml), folding in this compartment is a major mechanistic challenge for the celÏ.
Nevertheless, the ER constitutes a cellular compartment optimized for the efficient and
accurate folding of secretory proteins. b this effect, the ER contains a batteiy of
molecular chaperones and foldases that cooperate to increase the successful acquisition of
the tertiary and quatemary structures of proteins (reviewed in [2,3]). In addition, a quality
control system of protein folding ensures that only correctly folded polypeptides and
assembled multimeric proteins exit the ER to continue on the secretion pathway (reviewed
in [4,5]). On the other hand, proteins that are irremediably misfoïded are targeted to the
cytosol to be degraded by the proteasome [6], a process that has been named ERAD, for
ER-associated degradation (reviewed in [7,8]).
Membrane-bound calnexin and its soluble homologue caireticulin are molecular
chaperones acting as key components of ER quality control process. For instance, calnexin
lias been implicated in the ER-retention of misfolded mutant molecules in a vast number of
hereditary protein-folding diseases sucli as cystic fibrosis, juvenile emphysema, and
coagulation disorders (reviewed in [9]). Both calnexin [10] and caÏreticulin [11] were
shown to interact with newly-synthesized glycoproteins via their monoglucosylated glycan
moieties. Nevertheless, cainexin and caireticulin were also reported to interact in vitro and
in vivo via peptide-peptide contacts, as classical chaperones such as BiP and GRP94 do
[12,13].
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The lumenal portion of the calnexin molecule shares with caireticulin a highly
conserved central domain (hcd), also known as the “P-domain”, containing two tandemly
repeated motifs I-DPD/EA-KPEDWDD/E and G-W--P-I-NP-Y. NMR [141 and
crystallographic [15] studies on calreticulin and cainexin revealed that the 3D structure of
these chaperones is highly asymmetrical and composed of two distinct domains j) a
globular core formed by the N- and C- termini; ii) a long, extended protrusion formed by
the highly conserved central domain (hcd). Several reports have established in vitro and in
vivo the importance of the various domains of mammalian calnexinlcalreticulin for
oligosaccharide recognition and binding, peptidic substrate interactions as well as
cooperation with the thiol-oxidoreductase ERp57. For instance, in vitro experiments have
shown that the lectin- and peptide-binding regions of calnexin are mainly localized in the
globular domain, while the extended hairpin domain was found to be required for
interaction with ERp57, both regions being required for optimal activity of the chaperone
[16]. Another example of calnexinlcalreticulin structure-function studies examined in vivo
the role of their ER sub-localization on selectivity of substrates [17]. This study reported
that when calreticulin was fused to the transmembrane domain of calnexin, its spectrum of
substrates shified to become veiy similar to those interacting with calnexin. This suggests
that these paralogues partition via their different sub-localizations the spectrum of
substrates in the ER.
Pointing to a crucial cellular role, calnexin (Cnxlp) was shown to be essential for
viability in the fission yeast Schizosaccharomyces pombe [18,19]. Interestingly, neither S.
pombe nor S. cerevisiae possess a calreticulin-encoding gene, suggesting that the
membrane-bound lectin chaperone is sufficient to ensure glycoprotein folding.
Nevertheless, Cnelp, the calnexin molecule in L cerevisiae is flot required for viability
[20]. In studies to assess the substrate specificity of cainexin in the fission yeast, our
laboratory observed that calnexinlCnxlp can interact in vivo with the glycoproteins acid
phosphatase and sNEP in the absence of glucose trimming and reglucosylation [21, 22].
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These observations indicated that calnexin!Cnxlp could bind folding polypeptides in a
lectinloligosaccharide independent fashion. Supporting this notion, we reported that cnx]
mutants lacking the highly conserved central region and the N-terminal domain (Ahcdcnx]
and mini cnx]), including the region putatively implicated in direct glycan contacts, are
viable in spite of calnexin!Cnxlp being essential in the fission yeast [23]. Consequently
this suggested that, at least in the ER of £ pombe, enough glycoproteins may fold in the
absence of the cainexin-lectin activity to sustain life under standard growth conditions.
Since protein folding is rate limiting for the exit of proteins from ER, changes in the
expression levels of key ER chaperones are expected to have detectable effects on
secretion. When considering chaperone function, the rate of protein exit from the ER can
be schematically regarded as the resultant of two “opposite forces”, protein folding that
favours secretion, and protein retention for quality control that slows-down secretion [4,24].
Therefore, affecting the levels of chaperones such as BiP and calnexin may have contrary
resuits, depending on the chaperone and the particular substrate studied. Such a
phenomenon has been reported for BiP, cainexin and other chaperones (reviewed in [25]).
A lower level of BiP chaperone in the ER of Saccharomyces cerevisiae led to a diminution
in the secreted quantity of three heterologous proteins: human granulocyte colony
stimulating factor, S. pombe acid phosphatase, and bovine pancreatic tiypsin inhibitor [26].
In the same vein, another study reported that in A. niger overexpression of calnexin resuïted
in a four to five fold increase in extracellular levels of P. chrysosporium manganese
peroxidase [27]. In contrast, a stable overexpression of BiP in CHO cells resulted in a
diminished secretion of both von-Willebrand factor and a mutant form of the coagulation
factor VIII [28].
Here we present evidence that fission yeast calnexinlCnxlp acts as a bona fide
chaperone in vitro, while hcd-deleted mutants are flot functional in the same assay; thus
C strongly indicating that the essential function of calnexinlCnxlp in the ER of& pombe does
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flot reside in its chaperone activity. The relative importance of various domains of caInexli
on the secretion process was directly evaluated in a calreticulin-Iess background using cnxl
mutants. It was found that the overail secretion of proteins was substantially increased in
celis devoid of calnexin’s chaperone function. Surprisingly, this did flot significantly alter
the ER quality control efficiency measured as the activity/amount of secreted model
proteins. Our observations suggest that the stringency of the £ pombe quality control
mechanism might reduce the secretion efficiency of certain endogenous proteins.
o
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S. pombe strains and media
S. pombe (W, his3-D1, ade6-M216, ura4-D1$, leul-32, Mnxl::his3) expressing full-length
cm 1, Agly cnx 1, lumenal cnx 1, lumadel cnx 1, Ahcd cnx 1 and mini_cnx 1 on pREP4 1
were used throughout this study [23]. S. pombe strains constitutively producing HA-tagged
cellulase I from Aspergillus aculeatus were constructed by genomic integration of the
encoding gene under the control of the adhl promoter, both derived from the plasmid
pPlTcl (kind gifi from Thomas Sandal) at the leul locus. Minimal medium (EMM) was
prepared as described [29]. S. pombe transformations were performed by PEG/Li acetate
procedure [29].
Ptasmids
Plasmids pSPCA322O (wild-type cnxl ), pSPCA3 222 (Ahcdcnxl), pSPCA7 102
(rninicnxl), pSPCA322 1 (lumcnxl), pSPCA7O95 (lumadelcnx]), and psNEP7O 19
(producing the secreted form of NEP/neprilysin) are derivatives of the pREP4 1 and pREP2
vectors [30], and were constructed in our laboratory as described previously [21-23].
Plasmid pSPCA3262 (AgÏy_cnx]) was constructed by site-directed mutagenesis using the
Altered Sites II in vitro Mutagenesis System and the pALTER-1 vector (Promega),
according to manufacturer’ s recommendations. The sequences encoding HSA were
amplified by PCR using the plasmid pHiL-D2 1-ISA [31] as a template ta kind gift from Dr.
Bhagavan), with the following primers: 5’AAAACTCGAGATGAAGTGGGTAACC3’ and
5’ AAAAGCGGCCGCTTAAGCCTAAGG CAGC3’. Following amplification, this H$A
expression cassette was inserted into the XhoI and NotI (underlined) sites of the S. pombe
expression vector pSLF 172, to create plasrnid pSLf 172 HSA. Expression from this plasmid
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is under the control of the thiamine-repressible promoter nmtl. The HSA produced with
this construct contains 3 copies of the HA epitope at its C-terminal.
Purification of proteins for in vitro aggregation assays
The coding sequences of BiP and soluble Cnxlp (sCnxlp) were amplified by PCR and
cloned in pH6EX3 [32] to create fusion proteins with hexa-histidine tags. The primers used
for BiP amplification were: (A) 5’-GGA 1CC AGI GGT GAT GAT AAC TCT ACA G-3’
and (B) 5’-GGA TCC TIA AAG TIC ATC GGC CTC ATC ATC-3’. Primers used for
cnxl amplification were : (C) 5’-GGA TCC GAT CCT GAA TCC GAA CAA GAA-3’ and
(D) 5’-CGG GAT CCT TAA AGC TCG ICA GCC CCA ATT ICA GGA GTC ICG
AIG-3’. Underlined bases correspond to the BamHI restriction site. b obtain G$1 fusion
proteins, the ER soluble AhcdCnxlp (sAhcd_Cnxlp) and soluble mini_Cnxlp
(smini_Cnxlp) coding sequences were cloned in pGEX-2T (Amersham-Pharmacia). For
sAhcd_cnxl amplification, primers (C) and (D) and plasmid pSPCA3222 (Ahcd_cnx]) were
used. For smini cnxl amplification, primers (D) and (E) 5’-GGAT_CCA IGG AAA AGC
AAT CAA TGC-3’ were employed. In order to produce the recombinant proteins, the
expression plasmids were transformed into the E. cou AP4O 1 strain (ion: :mini tetR, ar&,
Aiac-pro, nalA, argE am, rfR, thi I, [F’, pro AB, Z Ml 5]). Proteins were purified
from a 1 L culture of cells at 0D554 0.7, induced for 3 hours at 37°C with 0.4 mM IPTG.
Cells expressing BiP were lysed by repeated freeze-thawing in buffer A (50 mlvi Na2PO4,
300 mlvi NaC1, 10 mlvi imidazole, pH 8.0) containing 0.2 mM PMSF. The lysates were
then treated with 10 tg/inL DNaseI for 15 minutes at 37°C. b purify the His6-tagged
proteins extracts were incubated ovemight at 4 °C with Ni-NTA-agarose (Qiagen), and the
beads were washed twice with buffer B (50 mM Na2PO4, 500 mMNaC1, 20 mlvi imidazole,
10% glycerol, 0.1% Tween 20, pH 8.0), and twice with buffer C (50 mlvi Na2PO4, 1M
NaC1, 20 mM imidazole, 10% glycerol, 0.1% Tween 20, pH 8.0). Elution of bound proteins
was performed with 10 times the colunm’s volume of buffer D (50 mlvi Na2PO4, 300 mM
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NaC1, 250 mlvi imidazole, pH 8.0). Purification of GST-smini_Cnxlp using glutathione
$epharose® resin (Amersham-Pharmacia) was carried out following the manufacturer’ s
recommendations. G$T- sAhcd Cnx lp was purified following the manufacturer’ s
recommendations (Amersham Pharmacia), followed by a Q-$epharose® chromatography
(as described below). sCnxlp-His6 was purified using nickel-affinity colunm
chromatography using a different protocol. Briefly, ceils expressing sCnxlp-His6 were
lysed in binding buffer (20 mlvi Tris-HC1 pH 8.0, 500 mM NaC1, 0.5 mM PM$F, 0.75%
Tween-20, 30 mlvi imidazole, 1 mM CaC12). The beads were washed three times with
washing buffer (20 mlvi Tris-HC1, pH 8.0, 500 mlvi NaC1, lmM PM$F, 0.75% Tween-20,
30 mM imidazole, 1 mM CaC12, 20% glycerol) using 1OX the volume of the column.
Elution was done in the same buffer except that there was no glycerol and 200 mM
imidazole were added. Fractions containing the proteins were pooled and dialysed against
binding buffer for Q-$epharose which consists of 20 mlvi Tris-HC1 pH$.0, 200 mM NaCl,
0.5 mM PMSF, 0.75% Tween-20, 1 mM CaC12. Elution was made with a step gradient
ranging between 200 to 1000 mlvi NaC1. Concentrations ofproteins were determined by the
method of Bradford, using Bio-Rad Protein Assay®.
In vitro aggregation assays.
Aggregation assays using luciferase as model protein were carried out essentially as
described previously [33). Briefly, luciferase (1 jiM) was incubated alone or with
sminiCnxlp, sAhcd cnxlp, sCnxlp and BiP (1 jiM) in Buffer 1 (50 mM KC1, 25 mM
Tris-HC1 pH 7.8) for 5 min. at RT and then at 42°C for 10 min. following which
centrifugation at 13,000 rpm in a table-top centrifuge for 10 min at 4°C was done to
separate aggregates (misfolded) from soluble (folded) proteins. Fractions were loaded on
10% SDS-polyacrylamide gels (30:2.67 acrylamide/bisacrylamide) and bands were
visualized by Coomassie Blue Staining.
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Endoglycosidase H digestions
Approximately 20 p.g of protein from total celi extracts containing cellulase, soluble
neprilysin (sNEP) and albumin were incubated for 10 minutes at 100°C in denaturing
buffer (0.5% SDS, 1% 13-mercaptoethanol). Sodium citrate was added to a final
concentration of 50 mM and incubated with 1 unit of endoglycosidase H (New England
Biolabs) at 37°C for 1 hour. Reaction products were separated by SDS-PAGE (10% gel for
sNEP and 12% for the other model proteins), and subsequently detected by immunobtot
analysis.
Enzymatic assays
The enzymatic activity assays for sNEP were carried out as previously described [22]. In
the case of cellulase (Cellp), the enzymatic assays were done essentially as described [34]
except that twice the amount of substrate was used. Briefly, 100 tl of growth supernatant
ftom ciixi mutant cells containing Cellp (0D595 1.0) were mixed in an Eppendorf tube with
100 tl of 0.1 M citrate pH 3.0 buffer and 100 il of 0.8% AZCL-HE-Cellulose as a
substrate (Megazyme). 11e reactions were then incubated at 40°C during 4 hours. 500 pi of
water was added to stop the reaction. The activity of Cel lp was expressed as the ratio
0D620 / 0D595 (cefl density).
Immunoprecipitations and immunoblotting
Co-immunoprecipitations and immunoblouing were done as previously described except
that ceil extracts were spun at 13000 rpm in a table-top centrifuge for a total of 60 minutes
[21]. The mouse mAb 18B5 [22] was used for the detection of secreted NEP (sNEP), while
12CA5 mouse mAb was used to detect HA-tagged HSA and Cellp.
C
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Resuits and Discussion
Viable calnexin/Cnxlp hcd-mutants exhibit no chaperone function in vitro
Previously, we have shown that whule calnexin is essential in the fission yeast S.
pombe, its highly conserved central domain (hcd) is flot required for the viability of this
organism [23]. Therefore, it was of interest to investigate whether calnexin mutants lacking
the central domain exhibited at least a remnant of chaperone activity. To this end, we
produced in E. cou three different forms of calnexinlCnxlp corresponding to viable
mutants ofour previous studies [23]: the ER soluble domain of wild-type calnexin (referred
to as sCnxlp; Figure lA), the lumenal portion of calnexin deleted ofthe 329 amino acids of
the central conserved domain (referred to as sz\hcd Cnxlp), and a construct consisting of
the 52 C- terminal amino acids in the ER (denoted as smini_Cnxlp; Figure lA). b assess
the potential chaperone function of these purified proteins, we measured their respective
ability to prevent thermal aggregation of the non-glycosylated model protein luciferase
from the firefly Photinus pyralis [33]. These assays were done in the presence or absence
of ATP, ADP and MgC12 to analyze the possible requirement of these factors for
calnexin!Cnxlp chaperone activity. As shown in Figure lB, sCnxlp used in a 1:1 ratio
behaved as a classical chaperone preventing aggregation of about 60% of the luciferase,
while both the sAhcd Cnxlp and smini_Cnxlp forms were devoid of chaperone function
when the assay was carried out without added factors. In the presence of ATP and MgC12
however, the sAhcd Cnxlp mutant was slightly more effective in preventing aggregation of
luciferase than rabbit IgG, which was used as a negative control (f igure lB). This increase
in the solubility of the substrate with sAhcd_Cnxlp could be due to the occurrence of
conformational changes caused by the Mg-ATP complex, which might enable some
interaction of this mutant with misfolded luciferase. Such structural modifications have
been shown to occur for mammalian calnexin in vivo for [35,36] in vitro [37]. The
C sminiCnxlp construct exhibited no detectable chaperone activity under the conditions
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used in our in vitro assays. These resuits indicate that the chaperone activity of
calnexin!Cnxlp is dispensable for celi viability, and therefore its essentiality may reside in
another function.
BiP and calnexinlcalreticulin are known to interact in a non-substrate fashion in vivo
in fission yeast and tobacco ceils [21,3$]. b examine a possible synergetic cooperation
between these two ER chaperones in vitro, we first tested the capacity of recombinant L
pombe BiP to prevent aggregation. As shown in figure 1C, BiP prevented thermal
denaturation of luciferase and required ATP and Mg2 for optimal activity. BiP prevented
the aggregation of 40% of the substrate when used in an equimolar fashion, reaching 60%
ofanti-aggregation when present in a 4:1 molar ratio. Thus, BiP required a 4-molar excess
with respect to the substrate in order to be as efficient as calnexin!Cnxlp at a 1:1 ratio
(Figure 1C). Therefore, in the case of luciferase, a non-glycosylated protein,
calnexinlCnxlp is considerably more efficient than the classical chaperone BiP in
preventing aggregation. This is in contrast with previous resuits showing that mammalian
calnexin was less efficient than BiP in promoting the refolding of deglycosylated ct
mannosidase [39]. However, it is in agreement with the fact that mammalian cainexin is as
efficient as BiP in suppressing the thermal aggregation of the non-glycosylated substrate
citrate synthase [39]. Taken together, these observations further support the notion that
different substrate proteins have different chaperone requirements. Our study also provides
additional proof that calnexinlCnx lp can indeed act as a classical chaperone in the folding
of non-glycosylated proteins.
Next, wild-type and mutant calnexinlCnxlp were tested for cooperativity with BiP,
using the same thermal-aggregation assay. No significant synergetic interaction between
the two chaperones was observed with or without cofactors. Nevertheless, the combination
of BiP with sCnxlp increased to about $0% the proportion of soluble substrate, as
ç compared to 40% and 68% for BiP and sCnxlp alone, respectively. When rabbit IgG was
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added to cainexin and to BiP a 10% increase in the soluble fraction of luciferase was
observed in both cases, pointing to a crowding effect caused by the higher concentration of
proteins in the assay rather than actual chaperoning (Figure 1D). Consequently, the
calnexinlCnxlp mutants sAhcd_Cnxlp and smini_Cnxlp were flot able to enhance the
ability of BiP to prevent aggregation of luciferase, because the observed augmentation in
the prevention of aggregation was also obtained using rabbit IgG (data flot shown).
Theseresults support the notion that in vivo, fission yeast expressing t\hcd_Cnxlp or
mini_Cnxlp are able to survive without the chaperone function ofcalnexinlCnxlp.
Secreted heterologous model proteins are accurately glycosylated in fission yeast
cainexin mutants
To explore the role ofcalnexinlCnxlp in the secretion process of fission yeast, several
cnx] mutant strains were constructed (see Fig. lA), and the effect of these mutations was
tested on three heterologous model proteins. Because WT calnexinlCnxlp is glycosylated
in L pombe [18,19], while recombinant sCnxlp used in our in vitro assays is not, it was of
interest to assess whether this post-translational modification had an effect on protein
secretion. To this effect, the mutant Agly cnx] was constructed in which the codon for
Asn4l$ was changed to a triplet encoding the neutral residue Ala. To study a possible
effect of the sub-localization of calnexinlCnxlp within the ER, a soluble version was
constructed, lum cnxl, lacking the sequences encoding the transmembrane and cytosolic
domains. A second version of the latter mutant was also constructed, ÏumadeÏ cnx], in
which the encoded 1umADEL Cnxlp contains the ADEL ER-retention signal of fission
yeast at its C-terminus [40]. Mutants Ahcdcnxl in which the region encoding central
conserved domain has been deleted, and mini cnx] spanning the 52 lumenal amino acids of
the C-terminus linked to the transmembrane and cytosolic domains have been previously
described [23] (see also Figure lA). Ah mutants grew at rates similar to the wild type
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cnx1 at 30°C in minimal medium (flot shown), indicating that they did flot severely affect
the fission yeast’s physiology under standard culture conditions.
The levels of the different calnexinlCnxlp were evaluated by Western blotting in the
mutant S. pombe strains (Figure 2A). While WT, Agly cnx], lum cnxl afld Ïumadelcnxl
strains contained similar amounts of cainexin, the Ahcdcnx] and mini cnx] strains
contained a much lower quantity as shown by the exposure times required to obtain
equivalent signais. Because these mutants are heaviiy truncated forms of the wild-type
calnexinlCnxlp, it was possible that most ofthe diminution in the signal was caused by the
loss of epitopes recognized by the polyclonal antibodies used. b examine this possibility
we evaluated the quantity of calnexinlCnxlp in strains expressing Wt_Cnxlp and
mini_Cnxlp fused to a c-myc epitope. When we used the monoclonal 9E10 antibody, we
obtained the same ratios of calnexinlCnxlp as those observed using polyclonal antibodies
(data flot shown). Thus, these particular mutants appear to be more susceptible to mRNA
or protein degradation. Therefore, in addition to an absent calnexin-chaperone function in
the Ahcdcnx] and mini cnxl strains these celis also contain lower amounts of
calnexinlCnxlp molecules.
b assess the impact of calnexinlCnxlp mutations on glycoprotein secretion, two
glycosylated enzymes, rabbit soluble neprilysin (sNEP) [221 and cellulase (Cellp) from
Aspergillus aculeatus, were expressed in ail strains. Moreover, to explore a possible effect
of calnexinlCnxlp on the secretion of non-glycosylated proteins, human serum albumin
(HSA) was also used as model protein. A schematic representation of these three
heterologous model proteins is presented in Figure 2B. Because of the link between
glycoprotein folding and glycosylation (reviewed in [41]), and because the studied
glycoproteins are heterologous to fission yeast, the N-glycosylation state of ah the model
proteins was first assessed by endoglycosidase H digestion. As shown in Figure 2C, sNEP
Ç and Cellp appeared as being correctly modified in vivo as demonstrated by the shifi in
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migration of the proteins afier endoH digestion. As expected, HSA which does flot contain
any potential Asn-glycosylation acceptor site [42], was flot glycosylated (Figure 2C).
Hence, glycosylation of the model glycoproteins sNEP and Cellp was not noticeably
affected in the cnx] mutant strains.
Increased secretion of fungal cellulase in strains lacking the highly conserved domain
of calnexin/Cnxlp
The secretion efficiency in the cnx] mutant strains was evaluated by Western blotting
as the ratio of secretedlintracellular model proteins. As it is possible to see in figure 3A,
no major variations in the secretion efficiency sNEP, HSA was observed among the WT,
Aglycnxl, Ïumcnx] and lumadelcnx] strains. On the other hand, the mutants
Ïumadelcnx], Ahcd cnxl and mini cnx] secreted more cellulase than the WT, Agty_cnxl,
tumcnx] strains. This increase in secretion was greater for the Ahcd cnx] strain (about 5-
fold compared to WT strain) than for the mini_cnx] strain (about 4-fold compared to the
WT strain). Thus neither the glycosylation of calnexinlCnxlp nor its membrane anchoring
drastically affect the secretion of sNEP and H$A. However, the soluble form of
calnexinlCnxlp bearing an ER-retention signal exhibited a two-fold increase in cellulase
secretion, suggesting that for certain proteins ER-export may be affected by the physical
accessibility ofthis chaperone.
Several studies have reported that altering the levels of ER chaperones entails
divergent effects on the secretion of heterologous proteins [25]. On one hand,
overexpression of BiP or calnexin were shown to increase secretion of some heterologous
proteins [26,27,43]. On the other hand, overexpression of BiP entailed a reduction in the
secretion efficiency of von-Willebrand factor and a mutant form of the coagulation factor
VIII in CR0 celis [28]. Together, these studies suggest that for some proteins the rate
limiting step in their secretion is their accurate folding so an increase in secretion conelates
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with an increase in the molecular chaperone content of the ER. In other cases, retention of
proteins by ER chaperones limits their overail secretion because they are able to fold
quickly and efficiently. Based on these observations, one could speculate that in the case of
cellulase the rate-limiting step in its secretion might not lie in its folding but rather in its
retention by WT calnexinlCnx lp and/or calnexinlCnx lp associated factors. Whereas in the
case of HSA and sNEP, removal of the chaperone function of calnexin!Cnxlp slightly
reduced their secretion, presumably because folding might be the determining factor in
their secretion.
Quality control of protein folding is not severely affected in strains lacking the hcd
region of caluexin/Cnxlp
Since mutants devoid of the folding/retention functions of calnexinlCnxlp could be
affected in their mechanism of ER quality control, it was of interest to assess whether the
secreted proteins by these strains were as functional as those secreted by wild-type celis.
b this end, the efficiency of quality control was estimated by determining the ratio of
activity/quantity of secreted model enzymes cellulase and sNEP (Figure 3B). No drastic
variations could be observed in the activity/quantity ratio of sNEP secreted by the cnx]
mutants as compared to that of the WT strain. Nevertheless, in the case of cellulase a slight
reduction of activity/quantity ratio was observed, and this was roughly correlated with an
increase in secretion efficiency. For instance, in the case of Ahcd cnxl activity/quantity
ratio was approximately 0.5. That the quality control of protein folding was not severely
affected in cnxl mutants could be due to overlapping functions of the components of the
ER folding machinery. In addition, we observed an increased level of BiP in the Ïumcnxl,
lumadelcnx], Ahcd cnx], and mini cnx] mutants compared to the WT and Aglycnxl
strain (Figure 2A, lower panel). An augmentation in BiP levels due to an active unfolded
protein response was also detected in calreticulin deficient fibroblasts [44]. Therefore, an
increased level of chaperones such as BiP, combined with the functional redundancy of
C
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other factors involved in the folding, retention, and targeting to degradation of proteins
could be responsible for the maintenance of a functional quality-control machineiy in the
ER of the cnx] mutants studied.
The Aftcdcnxl and mini cnxl mutants are affected in the retention of the
glycoprotein cellulase
It is believed that to exert their fiinction. chaperones interact transiently with their
substrates, in binding-release cycles, freeing them definitely once the newÏy-synthesized
proteins have acquired their mature structure. Nevertheless, it has been observed that some
misfolded substrates can stably remain bound to chaperones awaiting release by other
factors for their eventual correct folding or degradation [4]. To gain additional insight on
the cause of the divergence of protein secretion efficiency for the various heterologous
proteins, we evaluated the length of the interaction of WT Cnxlp, Ahcd Cnxlp, ami
mini_Cnxlp with the mode! proteins. The mutant strains Aglycnx], lurncnx],
Ïurnadet_cnxl were flot fttrther analyzed because their secretion efficiency was similar to
that of the WT. To perform this experiment, the cel!s were first treated with the reducing
agent DTT to trigger the accumulation of misfolded nascent proteins in the ER, then they
were incubated with the translationa! inhibitor cycloheximide, and samp!es were col!ected
at severa! time points to observe release of the mode! protein if the interaction is transient.
The interaction of catnexinlCnxlp with the substrates was evaluated by
immunoprecipitating the chaperone and subsequently b!otting against the substrates.
figure 4A shows that the interaction of cellulase with wiÏd-type calnexinlCnxlp was
constant for 120 minutes following cycloheximide treatment. In contrast, no co
immunoprecipitation of cellulase could be observed with the mutants z\hcd_Cnxlp and
mini Cnxlp, which in vitro !ack chaperone activity. We have previously shown that BiP
interacts with the last 52 residues of the lumenal domain of ca!nexinlCnxlp, thus it also co
immunoprecipitates with Ahcd_Cnxlp and mini_Cnxlp mutants [23]. As shown in the
C
right panel of Figure 4A, the presence of BiP in the immune-complexes attested that the
experimental conditions were appropriate for co-immunoprecipitation with Ahcd_Cnx 1 p
and mini Cnxlp, confirming the lack of interaction of cellulase with these mutants. Hence,
while wild type caÏnexinlCnxlp retained at least a fraction of cellulase in the ER for the
time evaluated, the hcd-deleted calnexinlCnx lp mutants, which in vitro lack chaperone
activity, were unable of doing so. These observations would correlate the increase in
secretion of cellulase with an abrogated interaction of this model protein with the truncated
mutants of calnexinlCnx 1 p.
In the case of HSA, the amount co-precipitated with wild-type calnexinlCnxlp
lessened with time (Figure 4B). We have previously shown that the caÏnexinlCnxlp
content in the ER was stable in the presence of 2mM cycloheximide even afier an
incubation period of $ hours [21]. Moreover, the amount of BiP found in the immune
complex with wild-type remained constant, indicating that the reduction in HSA levels
observed was not due to experimental flaw in the immunoprecipitation assay. Hence, it is
unlikely that the diminution over time in the quantity of substrate immunoprecipitated be
due to a decrease in the calnexinlCnxlp content of the ceils, rather these results indicate a
transient interaction of HSA with the wild-type chaperone. This is also supported by an
approximateïy constant amount of BiP in the immune complex (right panel of Figure 43).
However, the amount of this model protein precipitated with the hcd-deleted
calnexinlCnxlp mutants remained apparently constant during 180 minutes (Figure 4B).
Thus, while HSA appeared to bind and release from WT calnexinlCnxlp, this model
protein seemed retained by Ahcd Cnx lp and mini Cnx lp. Interestingly, the secretion of
HSA was slightly diminished in cnx] mutant strains (Figure 3A), hinting to a possible
correlation between binding of this model protein to calnexinlCnxlp mutants and reduced
protein secretion. However, in the case of sNEP there is a diminution in the interaction
with the hcd-truncated calnexinlCnxlp mutants (Figure 4C), but no detectable increase in
secretion was observed (Figure 3A). This could be due to the interaction of sNEP with
C
other components of the folding or quality control machineries afler release from the hcd
deleted calnexinlCnxlp mutants. In this vein, it is possible to speculate that the residual
productive interaction observed between truncated mutants of calnexinlCnxlp and sNEP,
occurs via BiP which is found in a stable association with calnexinlCnxlp as demonstrated
in the right panel of Figure 4 A, B and C. Such cooperative interactions among ER
chaperones have been well docurnented [21, 38, 45].
Increase in the overali secretion of endogenous proteins is increased in cnxl mutants
lacldng the highly conserved domain
The resuits described thus far reveal that the hcd-deleted ciixi mutants affect
differently the secretion of the model proteins studied, the secretion of cellulase (36 KDa)
was significantly increased, while HSA (70 KDa) and sNEP (85 KDa) secretion was
slightly reduced in the hcd-deleted cnxl mutants. In this context, one could argue that
smaller proteins such as cellulase could fold more rapidly and be Iess dependent on the
chaperone fiinction of calnexinlCnxlp, and thus deletion of the hcd domain would in
general favour the secretion of small proteins. In the same vein, because they have more
domains larger proteins might have longer folding kinetics, and consequently their
chaperone requirements would be higher than for smaller proteins. In cases such as sNEP
and HSA, retention by wild-type calnexinlCnxlp would not constitute a limiting factor in
the secretion process. In order to test these assumptions and formulate more general
conclusions about the effects on secretion by the hcd-deleted mutant calnexinlCnxlp, the
overall amount of secreted endogenous proteins in the spent medium was analyzed by SDS
PAGE followed by silver staining. As shown in Figure 5, the Ahcd cnx] and mini cnx]
mutant strains exhibited a considerable increase in the secretion of a number of endogenous
proteins. To verif,r that this significant increment of proteins in the spent medium of hcd
deleted mutants was due to actual secretion and not to ceil lysis, the extracellular lactate
dehydrogenase (LDH) activity for ail the strains was measured. No LDH activity could be
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detected in the spent medium of any strain (data flot shown), confirming that the observed
increase in extracellular proteinaceous concentration was due to a general augmentation in
the secretion of endogenous proteins in the Ahcdcnx] and mini cnxl mutant strains.
Remarkably, the proteins over-secreted spanned a wide range of molecular masses (see
arrows), suggesting that at least in the case of endogenous proteins the benefit of deleting
the hcd region encoding the calnexinlCnxlp chaperone function on secretion does flot
appear to be size-restricted.
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Concluding remarcks
In this study, we established that S. pombe cainexin acts as a classical chaperone in
vitro while mutants lacking the highly conserved central domain are devoid of this activity.
Since hcd-deleted cnxl mutants are viable, these observations indicate that the essentiality
of calnexinlCnxlp for viability is flot in its chaperone activity, but in another yet to be
determined function. We have previously shown that calnexinlCnxlp interacts with BiP
independently of translation [21]. Ahcd-Cnxlp and mini Cnxlp are able to form stable
complexes with BiP (Figure 4), thus mapping the essential function of calnexin!Cnxlp and
the site of interaction with BiP to the last 52 residues of the lumenal domain of
calnexinlCnxlp. Therefore, it is tempting to speculate that the essential function of
calnexinlCnxlp in the fission yeast could be in the binding of BiP, and/or the scaffolding of
other ER folding/quality control components.
Wbile the chaperone frmnction and substrate specificity of calnexin!calreticulin have
been intensively investigated in the past, the specific role of these chaperones in the
secretion process remains poorly understood. Recent papers studied the effects of
calnexinlcalreticulin overexpression on the secretion efficiency of various heterologous
proteins in different organisms and obtained contradictory results [27,46,47]. Similarly, in
the present study with three model proteins, we observed that strains devoid of the
calnexin!Cnx 1 p chaperone function exhibited an important increase in the secretion of
fungal cellulase, whereas secretion of rabbit sNEP and HSA was not affected or slightly
reduced. While the molecular mass of the model proteins could be a factor in determining
the effect of these mutations on their secretion, it is noteworthy that the increase insecretion
of endogenous proteins in the hcd-deleted strains did not appear dependent on their size. In
this vein, h could be argued that 8. pombe secreted proteins are less dependent on the
chaperone function of calnexinlCnxlp, having evolved to fold optimally in the specific
ç conditions of the ER of fission yeast. Hence, one could expect an increase in the overail
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secretion of homologous proteins when the retention capabilities of calnexinlCnxlp are
diminished. In this context, it is interesting to consider that arnong our model proteins
studied here, cellulase is the only fungal protein and is also the only one showing an
increase in its secretion. On the other hand, mammalian proteins for which folding in the
ER of S. pombe is rate limiting rnight require additional chaperone content in order to
improve their secretion. Our studies may provide hints for future attempts at secreting
large quantities of heterologous proteins in fungal hosts
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Figures and Legends
figure 1: Absence of chaperone function in hcd-deleted calnexin/Cnxlp mutants
A) Schematic representation of calnexinlCnxlp constructions used in experiments in vitro
and in vivo. The highly conserved central domain (hcd) is indicated as the white box
containing the two sets of 4 tandemly repeated motifs (1: I-DPD/EA-KPEDWDD/E; 2:G-
W--P-I-NP-Y). SP denotes the signal peptide, the tree symbolizes glycosylation site, and
TM the transmembrane domain.
B, C, D) The chaperone activities of WT and mutant calnexinlCnxlp as well as that of
BiP were assessed in a thermal denaturation assay as previously described [33]. WT and
mutant calnexin!Cnxlp (1tM), or C) BiP (1 and 4 jiM) or D) a combination of
calnexinlCnxlp (ijiM) and/or BiP (11IM) and/or IgG were incubated with Photinuspyralis
luciferase (1 j.M) at 42°C for 10 minutes to provoke thermal denaturation of the substrate.
Aggregates were separated ftom soluble proteins by centrifugation, migrated on a 12%
SDS-polyacrylamide gel, stained with Coomassie Blue, and the band intensity was
quantified by densitometry. Reactions were carried out in presence or absence of the
following factors: ATP or ADP (5mM), and MgC12 (5mM). The background solubility of
luciferase in the absence of chaperone was subtracted in each case. Results are expressed as
the percentage of soluble luciferase with respect to total input, and are the mean of 3
independent experiments.
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Figure 2: Quantification of cainexin and BiP and evaluation of the glycosylation state
of beterologous proteins in mutant and wild type cnxl S. pombe strains
A) Evaluation of the intracellular amount of calnexin!Cnxlp and BiP. Celi extracts (20
tg) were fractionated on a 12% $DS-polyacrylamide gel, and analyzed by immunoblotting
with polyclonal antibodies against BiP and calnexin!Cnxlp.
B) Schematic representation of secreted model proteins. SP: signal peptide, tree: potential
glycosylation sites.
C) Analysis of glycosylation of model proteins. Cell extracts (20 tg) were either treated
or flot with endoglycosidase Hf as described in Experimental. Afier incubation, thematerial
was resolved by electrophoresis on 12% SD$-polyacrylamide gels and subsequently
immunoblotted with the corresponding antibodies, as denoted.
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Figure 3: Secretion and quality control efficiencies of cnxl mutants
A) Secretion efficiency was calculated by dividing the amount of secreted proteins by the
total arnount of produced proteins (intracellular + secreted). A volume of 3 mL of spent
medium from exponentially growing celis (0.8 OD) expressing the secreted model proteins
was concentrated 30-fold using Microsep 10K Omega columns (PALL Life Sciences). The
concentrated supernatant and 20 ig of ceil extracts were loaded on a 12% SDS-acrylamide
gel, and subsequently quantified by Western blotting to evaluate the intracellular and
extracellular levels of the model proteins.
B) Quality control efficiency was evaluated by dividing the activity of sNEP and cellulase
(see Experirnental Procedures) by the total amount of secreted model proteins. The
secretion and quality control efficiencies of the WT strain were arbitrarily set to 1.0.
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Figure 4: Interaction of calnexin/Cnxlp with glycosylated and non-glycosylated
substrates
CalnexinlCnxlp association with A) Cellp, B) HSA, and C) sNEP was evaluated afier
treating exponentially growing cells (0.8 OD) with 10 mI\4 DTT for 2 hours. Celis were
then washed twice and resuspended in ftesh medium containing 2mM cycloheximide.
Samples were removed at various tirne points and immunoprecipitations were performed
with anti-Cnxlp antibodies, and bound mode! proteins were detected by immunoblotting
using the appropriate antibodies as described in Experirnental.
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Figure 5: Secretion of endogenous proteins in cnxl mutant strains
General secretion was evaluated by concentrating the supematants from exponentially
growing celis (0.8 OD) on Microsep 10K Omega colunms (PALL Life Sciences). The
concentrated material (200-fold) was then separated on a 12% SDS-polyacrylamide gel
colored with Coomassie Blue followed by silver nitrate staining. The arrows point to the
major proteins oversecreted in the hcd-deletion mutants.
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3.1 La cainexine : une chaperone classique
Notre laboratoire avait déjà démontré que la calnexine minimale pouvant conférer la
viabilité à la levure S. pombe possédait les 123 derniers acides aminés dont seulement 52
sont dans la lumière du RE [97]. Également, notre laboratoire a été parmi les premiers à
démontrer que la calnexine peut interagir in vivo avec des substrats de façon indépendante
de la reglucosylation et de la maturation des glycans [64,1241. II était connu que la
calnexine de mammifères agit in vitro et in vivo comme une chaperone classique, bien que
cette caractéristique demeure controversée [87-90]. Par exemple, le groupe de Williams a
démontré in vitro que la calnexine de mammifère pouvait prévenir l’agrégation thermique
de la citrate synthase (CS), une protéine non-glycosylée et de l’a-mannosidase et des IgY,
deux protéines monoglucosylées [126]. Dans cette étude, la calnexine était aussi efficace
que BiP pour prévenir l’agrégation de la CS et plus efficace dans le cas de la mannosidase
et de IgY. Dans notre cas, à l’aide d’expériences semblables, nous voulions étudier la
fonction chaperone de la calnexine de S. pombe in vitro. Ainsi, nous avons montré à la
Figure 1 que la calnexine de $chizosaccharomyces pombe est une chaperone classique et
qu’elle peut prévenir l’agrégation de la protéine modèle luciférase de Photinuspyraïlis. De
plus, nous avons démontré que dans le cas de cette protéine modèle, Cnxlp est plus
efficace que BiP pour prévenir son agrégation thermique. C’est le premier cas rapporté dans
lequel la cainexine performe mieux que BiP dans un essai semblable et c’est une preuve
supplémentaire que la calnexine n’agit pas seulement à titre de lectine pour les
glycoprotéines monoglucosylées.
3.2 La quête de la fonction essentielle de la cainexine
Dans l’expérience décrite à la Figure 1, nous avons montré que la fonction
essentielle encodée par les deux mutants de délétion n’est pas l’activité chaperone puisque,
in vitro, ils ne sont pas capables de prévenir la formation d’agrégats de luciférase. Jusqu’à
présent, il a été démontré que la calnexine était une chaperone classique et qu’elle peut faire
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des interactions peptide-peptide afin de prévenir l’agrégation des protéines. Il est
également bien accepté qu’elle agit comme une lectine pouvant lier les oligosaccharides
monoglucosylées. Bien que nous n’ayons pas démontré que Mini_Cnxlp et Ahcd_Cnxlp
ne possède pas d’activité lectine, il est possible de penser que ce n’est pas cette fonction qui
soit encodée par les mutants. En effet, le cristal de la calnexine a été trempé dans une
solution de 5OmM Œ-D-Glucose afin d’identifier des résidus potentiellement impliqués
dans la liaison aux carbohydrates [73]. Les auteurs ont déterminé que le corps de la
molécule de glucose était en contact avec l’acide aminé Metl 89 et que les groupements
hydroxyles étaient liés via des ponts hydrogènes aux acides aminés Tyr165, Lys167,
Tyr186, G1u217, et plus faiblement à G1u426. Ces résidus sont localisés dans le domaine
globulaire et non pas dans le domaine épingle à cheveux, comme il avait été rapporté [127].
Lorsqu’on aligne les séquences de la calnexine de S. pombe et des mammifères, on peut
constater que les résidus correspondants de Cnxlp, soit Tyr136, Lys 13$, Tyr154, G1ul85 et
G1u391, ne sont pas présents dans les mutants Ahcd_Cnxlp et Mini_Cnxlp [64]. De plus,
des essais de liaison d’oligosaccharides avec des mutants de délétion de la calnexine ont
démontré que le domaine globulaire était le lieu principal de liaison aux oligosaccharides,
alors que le domaine central hautement conservé n’était que faiblement impliqué dans la
liaison [84]. Notons que ces expériences sont un peu plus appropriées que le fait de
tremper un cristal dans une solution d’un ligand non-physiologique. Les chercheurs ont
démontré qu’une région nommée boîte C (388-441) avait un rôle important dans la liaison
du polysaccharide, puisqu’une délétion de cette région provoque une perte de 43%
d’affinité au Glc1Man8GlcNAc2. Il est à noter que cette boîte n’est pas présente dans nos
mutants de délétion étudiés et que les aa en C-terminal de la cainexine de mammitres ne
sont pas homologues à ceux de Cnxlp. De plus, l’ensemble des acides aminés l-257 en N
terminal est également important, alors que ceux-ci sont complètement absents dans le cas
de Mini_Cnxlp et seulement les aa J-86 sont présents dans Ahcd Cnxl p.
Elagôz et al. ont montré que les mutants Ahcd Cnxlp et Mini_Cxnlp interagissentt
avec la chaperone BiP [97]. Dans l’article présenté ici, nous montrons à la figure 4 que ces
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complexes sont stables et maintenus en absence de traduction de protéines pendant 3
heures. On peut donc penser que la fonction essentielle de la calnexine serait de former un
complexe avec BiP et ainsi jouer un rôle de «protéine d’échaffaudage ». Le complexe
calnexine-BiP joue certainement un rôle important dans le RE de la levure. Dans le but de
mieux comprendre comment ce complexe est formé et quel est le rôle de celui-ci, il faudrait
faire appel à une combinaison de mutants de chacune des chaperones.
Une des fonctions possibles encodées par la Mini_Cxnlp pourrait être d’interagir
avec une protéine formant le pore de translocation Sec6 1. Il a été démontré dans une étude
chez la levure Yarrowia ltolytica, que la calnexine interagissait avec la protéine Sbh lp du
pore de translocation Sec6l [51]. Chez £pombe, l’homologue de la Sbhlp, une sous-unité
de Sec6l 132, n’a jamais été étudié mais la séquence est maintenant connue grâce au projet
de séquençage du génome. Par une approche de double hybride utilisant des mutants de
délétion, Boisrame et al. ont démontré que la région de Sbhlp nécessaire pour l’interaction
avec la calnexine était localisée au niveau des 13 derniers acides aminés en C-terminal.
Dans le tableau I, on peut donc voir un alignement de ces acides aminés des protéines des
deux organismes. Les acides aminés des extrémités C-terminal sont identiques à 38% et
similaires à 92%. On peut donc spéculer que cette région de la sous-unité du pore de
translocation Sec6l possède la même fonction chez les deux levures.
Tableau I Alignement des séquences des acides aminés en C-terminal de la protéine
Sbhlp deY. tipotytica et d’une sous-unité de Sec6l 132 deS. pombe
Organismes Séquences % identité % similarité
Y. lipolytica g
S. pombe -vAr il KKfasE
38 92
Les résidus surlignés sont ceux identiques et ceux en minuscule sont similaires
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En utilisant la même approche les auteurs ont déterminé que les acides aminés 460-
473 de la cainexine de Y. hoÏytica sont requis pour interagir avec la sous-unité f3 du pore
de transiocation. L’interaction entre les deux protéines se produirait vraisemblablement via
leur domaine luminal et non via leur domaine transmembranaire et cytosolique. Ces
résidus 460-473 sont présents dans Mini-Cnxlp et AhcdCnxlp, et on peut voir
l’alignement de séquence de cette région dans le Tableau II. Cette séquence de 14 aa
possède 29% d’identité et 50% de similarité entre les deux cainexines.
Tableau Il Alignement des séquences des acides aminés 460-473 des cainexines de
Y. Ïtpotytica et S. pombe
Organismes Séquences % identité % similarité
Y hpolytica vDmfLAdPVSfV1E
29 64
S pombe yD i iKAkL PPNVaE
Les résidus surlignés sont ceux identiques et ceux en minuscule sont similaires
De plus, nous avons observé que les domaines cytosolique et transmembranaire ne
sont pas essentiels dans la fonction de la Mini Cnxlp (nos résultats non publiés). Dans des
études de délétion, nous avons construit des mutants de la Mini Cnxl p sans domaine
cytosolique (Mini-TM) et sans domaine transmembranaire et cytosolique (Mini-luminal).
Lors d’expériences d’échanges plasmidiques ces deux mutants ont été capables de
conférer la viabilité à la levure. On peut donc penser un modèle dans lequel la calnexine,
via une séquence d’acides aminés contenue dans les 52 aa de Mini Cnxlp, se lie au
translocon et/ou rétrotranslocon et rapproche BiP qui se lie également à la Mïni_CnxÏp.
Dans ce modèle on aurait un complexe tripartite BiP-Mini_Cnxlp- Sec6l. Il a été
démontré chez S. cerevisiae que Kar2p est lié au complexe Sec6 Ï et chez Y Ïipolytica,
Kar2p, interagit avec Slslp, une protéine du RE impliquée dans la translocation des
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protéines et qui est située à proximité du complexe Sec6l [128,129]. Si BiP de S. pombe
interagit également avec des protéines du pore de transiocation, alors le rôle de la
Mini Cnxlp pourrait être de maintenir solidement en place BiP près du pore pour interagir
rapidement avec les chaînes naissantes ou encore pour mieux livrer les protéines à
l’extérieur du RE vers le protéasome.
Considérant les ressemblances entre la voie de sécrétion des mammières et de S.
pombe, cette levure est un organisme de choix pour préciser le rôle de la calnexine dans la
dégradation des protéines associées au RE (ERAD). En fait, la compréhension du rôle de la
cainexine dans ce processus est très minime [98]. Avec la banque de mutants disponibles
dans le laboratoire du Dr Rokeach, il serait possible d’apporter de nombreuses précisions
sur cette fonction possible de la calnexine. Une expérience classique pour étudier la
dégradation associée au RE fait appel à l’utilisation de microsomes purifiés. En purifiant
des microsomes de souches contenant des mutants de délétion, des mutants luminaux, ou
des mutants sans région cytosolique et en utilisant le pro-facteur Œ non glycosylé (Gpaf),
on pourrait obtenir plusieurs indices sur la fonction de Cnxlp dans l’ERAD. De plus, par
des expériences semblables, il serait possible de vérifier le rôle de la calnexine dans la
translocation des protéines néo-synthétisées.
3.2 S. pombe, une usine productrice de protéines
Dans notre article, nous avons montré que in vitro des mutants de la calnexine sans
région centrale hautement conservée n’ont plus de fonction chaperone et in vivo, ces
mutants permettent la sursécrétion de cellulase. Ces souches de S. pombe dans lesquelles la
calnexine n’a plus de fonction chaperone pouvaient sécréter 4 à 5 fois plus de cellulase
d’AspergiÏlus aculeatus qu’une souche sauvage pour la calnexine. De façon plus générale,
à la figure 5 de l’article, nous montrons que plusieurs protéines endogènes de masses
moléculaires différentes sont également sursécrétées dans ces mêmes deux mutants. Il est
donc tentant d’avancer que la calnexine chez S. pombe retient les protéines de façon
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excessive et que le contrôle de qualité de la levure est le facteur limitant dans la sécrétion
des protéines. Nous avons également montré que le contrôle de qualité dans le réticulum
endoplasmique (que nous avons mesuré en faisant le ratio activité de protéines / protéines
sécrétées) n’est pas affecté considérablement dans les souches mutantes. Ceci démontre
que ce mécanisme est très efficace et qu’il peut tolérer des changements dans ces
composantes. Sans doute qu’un tel contrôle de qualité du repliement des protéines dans le
RE permet à la levure de mieux s’adapter dans les situations de stress élevé, dans lesquelles
les levures se retrouvent constamment, et dans lesquelles la cellule ne pourrait survivre à
l’accumulation de protéines mal repliées.
Finalement, nous avons pu observer que des trois protéines modèles que nous avons
exprimées (sNEP, HSA, Cellp), seulement la cellulase a été sursécrétée dans le milieu
extracellulaire. Puisque c’est une protéine d’AspergilÏus, donc de champignon, nous avions
émis l’hypothèse que c’était la mieux adapté aux conditions de repliement retrouvé dans le
RE de S. pombe. À partir ce ceci, il serait intéressant de vérifier si effectivement l’origine
de la protéine hétérologue a un effet sur son niveau d’expression. Pour ce faire, il faudrait
étudier l’expression de protéines qui ont des caractéristiques semblables à la sNEP et HSA
mais qui proviennent de d’autres levures. En effet, la sNEP est une grande protéine de
9OkDa avec cinq sites de glycosylation alors que la HSA n’a aucun site de glycosylation et
a une masse moléculaire de 68kDa. Si un consensus au niveau des caractéristiques des
protéines qui sont sursécrétées se dégage, alors il serait envisageable de modifier
génétiquement les protéines en conséquence afin de favoriser leur production.
Les souches sécrétant plus de cellulase que la souche sauvage sont très intéressantes
du point de vue biotechnologie appliquée à la production de protéines recombinantes. En
effet, la cellulase trouve plusieurs applications très utiles et importantes dans différents
types d’industries. Tout d’abord, elle est utilisée couramment dans la production laitière et
l’élevage bovin. En effet, on répend la cellulase dans des mélanges d’engrais dans les
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paturâges afin d’aider la digestion de la cellulose des végétaux. Ainsi, les vaches
obtiennent un meilleur apport énergétique qui favorise la production laitière et la croissance
[130]. Dans l’industrie du textile, on utilise la cellulase et d’autres hydrolases pour changer
la texture des tissus, les rendre plus doux, améliorer leur aspect et même donner l’aspect
«lavé à la pierre» au denim [131]. Une dernière utilisation de la cellulase qui est très
innovatrice est la production de bioéthanol à partir de papier, de résidus végétaux ou
d’autre matière, comme le bois. Les produits de la dégradation sont des sucres
fermentescibles qu’on peut utiliser pour faire de l’éthanol et utiliser comme carburant dans
les automobiles [132].
Dans l’industrie de la production de grande quantité de protéines, on cherche
énormément à modifier des souches de différents microorganismes afin de diminuer les
coûts de production des protéines. Parmi les microorganismes couramment utilisés on
retrouve les espèces des genres Trichoderma et Aspergillus, des champignons filamenteux
qui permettent la sécrétion de protéines jusqu’à l’ordre de 40g/L [133]. Une autre levure
fréquemment utilisée est Pichiapastoris, une méthanolotrophe, dans laquelle la sécrétion la
plus élevée a été de 14,$g/L de gélatine [134]. Plusieurs modifications dans la voie de
sécrétion ont été ingéniées dans le but d’augmenter la production de protéines. Il a été
montré que de changer le peptide signal d’une protéine hétérologue contre celui d’une
protéine endogène pouvait augmenter la sécrétion. De plus, dans certains cas, des
chercheurs ont augmenté la sécrétion d’une protéine en la fusionnant avec une protéine
endogène fortement sécrétée. La capacité de glycosylation de la voie de sécrétion peut
également être limitante dans la production de protéines hétérologues. Ainsi, en
surexprimant des enzymes de la glycosylation, on peut arriver à augmenter la sécrétion de
certaines protéines. Plusieurs modifications ont été apportées au niveau des chaperones
moléculaires, puisque celles-ci aident au repliement et par conséquent à la sécrétion.
Cependant, bien des résultats sont contradictoires et la situation varie selon la protéine
surproduite et la chaperone dont le niveau varie. Par exemple, la surexpression de BiP
C
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diminue la sécrétion de certaines protéines, alors que si BiP est moins exprimée, le niveau
de protéines sécrétées augmente [135]. Dans certains cas, le niveau de protéines sécrétées
est directement proportionnel avec le niveau de BiP. Par exemple, la sécrétion de
prochymosine est augmentée quand le niveau de Kar2p est augmenté et le niveau de trois
protéines recombinantes diminue si Kar2p est moins présent [135]. Les effets d’altération
des niveaux d’expression de la catnexine sur la sécrétion de protéines ont aussi été
rapportés. Dans le champignon A. niger, la surexpression de la cainexine résulte en une
augmentation de la quantité extracellulaire de la manganèse peroxidase [136]. Par contre,
chez les mammiferes, il a été montré que la surexpression de la calnexine n’avait aucun
effet sur la sécrétion de protéines de l’enveloppe du virus de l’hépatite C [137]. Dans notre
cas, il s’agit du premier article démontrant qu’il est possible de changer le niveau
d’expression d’une protéine hétérologue, non pas en variant la quantité d’une chaperone
mais en la mutant. On peut facilement penser qu’en modifiant génétiquement les
chaperones moléculaires du RE des levures couramment utilisées (Fichia, Aspergithis et
Trichoderma), on pourrait grandement améliorer leur efficacité de sécrétion.
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